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The widespread occurrence of the mushroom, coupled with the 
edibility of its many varietal forms, has made the species the object 
of a great deal of study. Of the two varieties which are wellknown, the 
two-spored cultivated variety—Agaricus campestris FR. var. bisporus— 
has received ‘more attention, although a considerable amount of study 
has been devoted. to the four-spored field mushroom (CayLEy 1937, 
1938; KLousHNIKOVA 1939). Much of the work on the two-spored form 
has been concerned with the developmental morphology of the fruiting 
body (Atkinson 1906; LEVINE 1922) and, of course, with the nutritional 
requirements and cultural conditions necessary for prolific fruit pro- 
duction (see LAMBERT 1938; TRESCHOW 1944, and STOLLER 1954). 
It would appear that the genetical approach to the problem of increased 
productivity has been sadly neglected, and apart from the work of 
SInDEN (1937), cited by Kiiaman (1943), and that of Kir1ieman himself, 
few genetic studies have been undertaken. 

In addition to the numerous studies on the culture of the mushroom 
the species has attracted a great deal of cytological attention, most 
of which has been devoted to studies on the nuclei in the basidium. 
Hirer (1920), Cotson (1935) and Kiieman (1943) studied the distri- 
bution of the nuclei in the hyphae, but most of the published work 
(Marre 1902; Sass 1928, 1936; Co~son 1935, and Sarazin 1938, 1939) 
has been concerned with the meiotic process and with the behaviour 
of the resultant haploid nuclei in the basidium and basidiospores. In- 
consistencies between these reports warranted further investigation on 
nuclear behaviour both in the basidia and also in the somatic cells. 


Materials and methods 
The mycelia and fructifications used throughout this work were produced from 
spawn of the large white variety of cultivated mushroom which is grown on a 
commercial scale in Britain. 
For studies on mitosis two types of materials were used: mycelia taken from 
the margins of cultures grown on a medium of 4% malt extract and 2% agar, 
and young “ pinhead” fructifications two to four millimetres in diameter. ‘‘ Pinhead” 
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tissue was preferred as the compacted cells of the mushroom initial contained a 
larger number of dividing nuclei and, in addition, this material offered fewer 
technical difficulties than did mycelium cultured on agar. 

Observations on meiosis and basidiospore formation were made from fixations 
of small pieces of gills taken from fructifications in which the veil had ruptured. 
There is no synchronisation of division between basidia, and all stages in nuclear 
division and spore development were found. 

A wide variety of fixatives and stains were used, in conjunction with squash 
and sectioning methods; fixations were made in a number of formalin fixatives 
(RANDOLPHS 1935; NAVASCHIN 1925; SANFELICE WHITE 1940) and an osmic fixative 
(La Cour 2 B.D., 1931) as formularised by Dartineton and La Cour (1947). 
Each of the four fixatives tested was found to give good fixation, although for 
‘most of the work Randolphs and Navaschins solutions were used. Section 
techniques were only used in the study of certain stages of meiosis. For this pur- 
pose sections of gill tissue were cut at thicknesses of 8—12 y and stained in a 0.5% 
solution of crystal violet. Leuco-basic fuchsin and methyl green, two stains which 
are specific for deoxyribonucieic acid, were also used, but attempts with the Feulgen 
technique proved unsuccessful even after varying the temperature and duration 
of hydrolysis. Success was obtained with methyl green when used according te the 
schedule of PoLLisTeR and LEUCHTENBERGER (1949), but for most of the work 
crystal violet was preferred. 

Squash preparations were made from materials fixed in a number of alcoholic 
fixatives: acetic-alcohol, Carnoys, Smiths and Carnoy-Lebrun (DARLINGTON and 
La Cour 1947). The proportion of constituents in each fixative was varied, the 
best fixation being obtained from a modification of Carnoys fluid made up of seven 
parts chloroform, five parts alcohol and two parts glacial acetic acid. Acetic-alcohol 
gave good fixation but the modified Carnoys fluid was superior, as the chloro- 
form fraction of the fixative removed some of the fatty compounds present in the 
cell cytoplasm. The preparations were stained in either a strong solution of acetic- 
orcein, or in weak aceto-carmine used in conjunction with a drop of iron acetate; 
both techniques gave good staining and clear differentiation between chromosomes 
and cytoplasm. When using acetic-orcein it was found that the nucleoli did not 
take up the stain, so that when details of nucleolar behaviour were required aceto- 
carmine was used. 


Nuclear phenomena in the somatic cells 

It has been shown that the somatic cells are multinucleate and may 
contain a varying number of nuclei (HrrRMER 1920). Coxtson (1935) 
fouiid that in fully expanded fructifications the cells of the stipe con- 
tained from six to eight nuclei, and those of the pileus from four to six 
nuclei. A further reduction in the number of nuclei per cell was apparent 
in those tissues which give rise to the trama and subsequently the 
hymenium; cells in these latter regions usually containing two nuclei 
so that the basidia are binucleate. 


In the present work some attention was devoted to those cells in the pileus 
which are not concerned with the formation of basidia, and nuclear counts were 
made from pieces of pilea! tissue taken from five mushrooms. In every sample 
the number of nuclei in each of 350 cells was scored and since no significant differen- 
ces were found between samples the data from the five mushrooms were pooled, 
and a mean of 6.44 + 0.08 nuclei per cell was determined. In the total of 1,750 cells 
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scored, a wide range in the nuclear complement per cell was found. A number 
of cells were seen to be uninucleate, whereas at the other extreme many cells 
contained more than twenty nuclei and in one instance a cell containing thirty-six 
nuclei was recorded. 

Generally, uninucieate cells arise as a result of septation of an original 
multinucleate cell, as cross wall formation is not associated with nuclear 
reproduction. Little nuclear division occurs after the early “button” 
stage in the development of the fructification so that, as a result of 
septation, low nuclear complements are found most frequently in older 








Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 
Figs. 1—3. Nuclear migration between cells. Fig. 1. Cells of the trama tissue. Fig. 2. Cells 
of mycelium cultured on agar. Note the densely staining homogenous resting nuclei and the 
hemispherical plug in the cross wall between two of the cells. Allfigures x ca. 2000. Fig. 3. 
Resting nuclei of the granular expanded type in one of the large vacuolated cells of the pileus 


cells. A further factor influencing nuclear distribution is the process 
of nuclear migration which may take place between adjacent cells. This 
phenomenon has been observed to occur between cells of the trama 
in the fructification, and also between cells of mycelium cultured on 
agar. Migration is accomplished by the passing of nuclei through small 
connecting tubes which are formed between the cells (Fig. 1 and 2). 
Throughout the process of migration, the nuclei retain their resting 
stage appearance and do not become highly condensed and distorted 
like the nuclei which migrate from the basidia into the basidiospores. 
Anastomoses and cell fusion have been observed in a number of fungi 
and these processes are presumed to serve a nutritive function (GWYNNE- 
VAUGHAN and Barnzs 1937). In the mushroom, Hern (1930) described 
a process of cell fusion which facilitates movement of food materials 
from cell to cell. Cell fusion due to the dissolution of adjacent hyphal 
walls is a different process from the development of connecting tubes 
between cells, and it is possible that the latter form of cell connection 
is concerned primarily with nuclear and not food transfer. 

The resting nuclei were found to be heterogeneous in resvect of 
both size and stainability. The larger resting nuclei are between 1.5 to 
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2 in diameter and are characterised by having a clear nuclear sap 
which does not show any affinity for stain: the nucleolus and chromo- 
centres, however, stain with pyronin, aceto-carmine and crystal violet. 
This type of resting nucleus is granular in appearance (Fig. 3) and does 
not take up methyl green, a situation which is remarkably similar to 
that existing in the egg cell nuclei of Angiosperms, where the nucleus 
has identical staining properties. The smaller resting nuclei stain deeply 
with methyl green, aceto-carmine, acetic-orcein and crystal violet, and 
appear as dense bodies (Fig. 2) which are a little larger in size than the 
compact, hewly-divided nuclei found in mitotically active cells. It was 
found that the densely staining type of resting nucleus was more com- 
mon in cells of young “‘pinhead”’ fructifications, in the sub-hymenium 
and trama tissues, and in hyphae cultured on agar. The larger granular 
type of resting nucleus is more frequent in older vacuolated cells of 
the fructification, but both types of nuclei are sometimes found in the 
same cell. 

The presence of two kinds of resting nuclei has been noted in a number of 
Basidiomycetes. SAvILE (1939) reported that the nuclei in some species of Ure- 
dinales, and also in a species of Mycena, may exist in either of two states, the 
expanded state where the nucleus is a non-staining body containing a stainable 
sphere, and the wnexpanded state where the nucleus is compact and densely stained. 
It would appear that the unexpanded and expanded states are stages in the develop- 
ment of the resting nucleus, the wnexpanded condition representing nuclei which 
have recently undergone mitosis, and the expanded type being the mature resting 
nucleus. This developmental sequence is obviously present in the cultivated 
mushroom and the large granular nuclei are undoubtedly of the expanded type. 
The small dense nuclei, however, are of two kinds, one of which conforms to Sa- 
VILE’s unexpanded nuclei, i.e. those nuclei which have newly passed through mitosis, 
whilst the other type of nucleus is a little larger in size, being about 1.5, in dia- 
meter. Nuclei of this latter type do not owe their compactness to the after effects 
of a recent mitosis as they may be found in cells, such as young basidia and trama 
cells, in which mitosis does not occur. 

Studies on the mitotic process in fungi are rendered difficult by the small 
size of the nuclei and chromosomes, and by the retention of the nuclear membrane 
during the division process so that chromosome spreading is impeded. Further 
obstacles, which are also responsible for the paucity of information on the fungal 
mitotic nucleus, are the thick cell walls and the presence of fatty deposits in the 
cytoplasm. In this material the latter difficulties were overcome by using the modi- 
fied Carnoys solution as a fixative. 

As in higher plants and animals, the duration of mitosis in the 
mushroom is considerably less than the duration of the meiotic division. 
This observation is evidenced by the relative infrequency of mitosis 
even in the tips of actively growing hyphae cultured on agar. When 
mitosis commences, the resting nuclei increase in volume, prophase 
nuclei measuring between 2—3 yu in diameter. The chromosomes first 
appear at prophase as long threads, some of which have swollen hetero- 
chromatic regions which stain intensely. These nuclei are haploid and 
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contain a single nucleolus which is especially prominent at early pro- 
phase. As the prophase stage progresses the nucleolus decreases in size 
(Fig. 4) and finally disappears. Nucleolar disappearance at mitosis in 
Angiosperms heralds the dissolution of the nuclear membrane and the 
organisation of the spindle. In the mushroom, spindle organisation 
occurs shortly after the disappearance of the nucleolus, but throughout 
this stage the nuclear membrane remains intact so that the spindle 
is completely within the nucleus. This intra-nuclear spindle is organised 
without the aid of centrosomes, bodies of this kind never being observed 
at any stage of mitosis. 





Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6 


Figs. 4—6. Stages of mitosis. Fig. 4. Prophase. Note diminution in size of nucleoli and 
synchrony in division. Fig. 5. Prometaphase. The nuclear membrane is persistent and de- 
fines the clear area of the nucleus. Fig. 6. Telophase 


A prometaphase stage between the end of prophase, i.e. the time 
when the nucleolus disappears, and the beginning of true metaphase, 
when the chromosomes align themselves on the spindle, can be recognised. 
At this stage, the chromosomes are contracted and lie scattered within 
the nucleus (Fig. 5). The condensation of the chromosomes, which can 
be observed throughout prophase and prometaphase, reaches a maximum 
at metaphase, but at this stage the chromosomes rarely appear as 
distinct bodies and are usually clumped on the metaphase plate. The 
metaphase nucleus thus appears as a nonstaining sphere which is clearly 
delimited from the surrounding cytoplasm and contains a central mass 
of deeply staining chromatin. The clumping of the chromosomes, which 
appears to be due to the cohesion of heterochromatic segments, and 
the persistent nuclear membrane, did not permit accurate observations 
of the metaphase chromosomes. In view of this, chromosome counting 
in mitotic nuclei was not profitable. 


Anaphase separation occurs rapidly and at this stage the chromo- 
somes on the spindle equator separate into two groups which pass to the 
spindle poles. In favourable preparations the anaphase chromatids can 
be clearly distinguished, but more usually they are clumped together. 
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This stickiness sometimes results in the formation of “sticky” briages 
which connect the two anaphase groups and may persist into late ana- 
phase or early telophase (Fig. 6). In late anaphase nuclei, the spindle 
appears to become elongated whilst still enclosed within the nuclear 
membrane: later at the telophase stage, the nuclear membrane becomes 
constricted in the region between the two telophase groups, whilst the 
newly-formed daughter nuclei begin to expand. The fate of the nuclear 
membrane could not be clearly followed at this stage and although 
it is likely that it never disappears but becomes pinched off between 
daughter nuclei, it is possible that each daughter 
nucleus produces its own nuclear envelope, and 
that the original parent membrane disappears at 
late telophase. 

The two nuclei produced as a result of mito- 
sis are thus, at first, compact densely staining 
bodies which soon expand and assume one of 
the two resting conditions. In order to distin- 
guish between the wnexpanded nuclear state and 
the mature densely staining resting nucleus, and 

“*. to avoid possible confusion, it is suggested that the 
Fig.7. Three abnormally term homogeneous (PINTO-LOPES 1949) be used to 
large resting nuclei of the pa: 
describe nuclei in the latter condition. 


homogeneous type in a cell 
Ce ee. Usually, mitoses occur randomly within the 


clei are probably poly- 
ploid, cf. Figs.2 and 3 cell, but in a number of cells groups of nuclei, 
which appeared to be closely associated, were 
sometimes seen to divide synchronously. The simultaneous division of 
nuclei in small groups suggests either that these nuclei have arisen 
from successive mitoses within the group, so that the mitotic cycles 
are synchronised, or, that mitosis is triggered off by some diffusable 
substance within the cell. The ratio of cytoplasmic to nuclear volume 
is very much greater in the somatic cells of the mushroon than in the 
cells of higher plants and animals. There is no space limitation imposed 
upon the dividing nuclei by the cell walls, so that there is no pre-deter- 
mined alignment of spindles and no co-ordination between the spindle 
alignments of synchronously dividing nuclei. 





In some cells of the mature pileus, a few nuclei were found which were several 
times larger than normal haploid nuclei, being from 2.5—4 uw in diameter (Fig. 7). 
These large nuclei were in a homogeneous resting state and were never observed 
to undergo mitosis. Resting nuclei which do not normally undergo mitosis and 
which are very much larger than the normal diploid resting nucleus, have been 
observed in the differentiated regions of the roots of Angiosperms. Nuclei of this 
type have been induced to undergo mitosis by suitable treatment with hormones 
and have been shown to be polyploid (Huskr1ns and Strrnirz 1948). It is possible 
that the large nuclei observed in cells of the mature mushroom are also polyploid, 
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as nuclei of similar appearance and dimensions are often present in abnormally 
induced mushroom tissue where they have been observed to undergo mitosis and 
are known to be polyploid (unpublished data). 


Nuclear phenomena in the basidia 


The variation in nuclear number between the somatic cells is in 
marked contrast to the fixed binucleate condition of the cells in the 
hymenial region of the fructification. 

This reduction in the nuclear complement of those cells which differentiate 
into, or are associated with, the hymenium is the result of a number of processes. 
Hirmer (1920) pointed out that a reduction in 
nuclear number can occur through the non-division 
of one or more nuclei in the multinucleate cells | 
undergoing cell division. Actually, it is not the non- pe 
division of nuclei which is important, but rather the 
fact that cell wall formation is independent of nuc- 
lear division. A reduction in nuclear number can be 
rapidly brought about by the formation of one or 
more cross walls in a cell, and cross wall formation 
will, of course, be more effective if nuclear division 
does not occur. One other mechanism which may play 
a part in the reduction in the nuclear complements of 
cells is the process of nuclear migration. However, ° 
there are reasons for believing that this process may ce" r| 
be unimportant in a quantitative sense, but may be —~— 53 be 
of greater significance in relation to other aspects of Fis. 8. A young basidium 

Kaka , a y showing the two haploid nu- 
the meiotic process which will be discussed later. clei in contact with one anot- 
rg : her prior to fusion. Both the 

The two nuclei in the cells of the sub-  puciei are inan expanded res- 


hymenium and in the young basidia, are ting state. Note the 
¥ prominent nucleoli 


laways in a homogeneous resting state; but 
after the basidia increase in size these nuclei assume the typical 
granular expanded resting condition. 

Shortly before fusion occurs the two nuclei migrate to the swollen 
end of the basidium, come into contact with one another (Fig. 8) and 
fuse, whilst still in the expanded resting state, to give the only truly 
diploid stage in the life cycle of the plant (Fig. 9). After fusion, the 
. diploid nucleus rapidly enlarges and attains a diameter of 4.5—5.5 y. 
Its volume is thus very much greater than twice the volume of the haploid 
nuclei. The young fusion nucleus does not enter into meiosis immediately 
on its inception, but has a brief resting period between fusion and 
subsequent division. In this intermediary stage the two nucleoli and 
the heteropycnotic regions of the unpaired chromosomes clearly di- 
stinguish the two chromosome groups (Fig. 9). 

At the first clearly recognisable stage of meiosis the two nucleoli 
come together and fuse and the chromosome threads become polarised 
towards one side of the nucleus giving a typical ‘‘bouquet” apearance. 
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As the nucleolus is located in a sub-terminal position in one of the long 
chromosomes, the ends of individual chromosomes are directed towards 
the nucleolar side of the nucleus (Fig. 10). The ‘‘bouquet’’ appearance 
is lost at pachytene and the paired chromosomes become scattered 
within the nucleus (Fig. 11). Measurements of the relative lengths of 
some of the chromosome were made at pachytene and at this phase 
of meiosis the longest chromosome measured approximately 5.5 u. Two 
other long chromosomes were both 
about 5 uw in length, but these could 
be separately distinguished as one 
was the nucleolar chromosome. Mea- 
surements on the remainder of the 
chromosome complement were made 
with difficulty; at least four of the 
chromosomes were about 3.5 u long 
whilst the smallest member was 
about one-fifth the length of the 
longest chromosome, measuring a 
little over 1 u. These measurements 
of chromosome length are of little 
value in themselves but are useful for 
comparison with the published 
Fig. 9a—c. Stages in the development of measurements of the genetically well 
the basidium and in the formation of the known chromosomes of Neurospora. 
diploid fusion nucleus. (a) Young basidium 

containing two haploid nuclei which are in McCuintock (1945) and SINGLETON 
a homogeneous resting state. (b) A later (1953) published drawings and 


stage showing the expanded state of the 
two nuclei which are now in contact, cf. photographs of the pachytene 


Fie &. he enlareing apie nucleus chromosomes of Neurospora crassa 

chromocentres and showed that the largest chromo- 

some was 2.7 times the length of 

the smallest member of the complement, the long chromosome mea- 

suring more than 154. The chromosomes of Neurospora crassa are 

thus much larger than the mushroom chromosomes and in the latter 

species there would appear to be a relatively greater range between 
chromosome size. ; 

The position of the centromeres could not be determined with any 
degree of accuray even in the more advanced nuclei; in addition, at 
diplotene and diakinesis, the small size of the chromosomes and the 
sticky connections between their heterochromatic regions obscured 
details of chiasmata (Fig. 12). Accurate chromosome counts could not 
be made at these stages and consistent results were only obtained from 
studies on the fully contracted metaphase chromosomes. Observations 
on the metaphase chromosomes were further facilitated as at meiosis 
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Fig. 10 Fig. 11 Fig. 12 
Figs. 10—12. Meiotic prophase stage. Fig. 10. A zygotene nucleus showing the “‘bouquet’’ 
arrangement, the chromosomes being polarised towards the nucleolar side of the nucleus. 
Fig. 11. Pachytene, showing the absence of polarisation the paired chromosomes being 
scattered within the nucleus. Fig. 12. Diakinesis. In this nucleus the nuclear membrane 
had ruptured so that the chromosomes were spread. Note the lightly staining 
heterochromatic regions which form sticky connections between bivalents 








Fig. 13 Fig. 14 Fig. 15 
Figs. 13—15. First meiotic division stages. Above: photomicrographs; below: drawings of 
the same ¢ells. Fig. 13. Metaphase I showing the twelve rod bivalents. In this cell the 
nucleolus has persisted to an unusually late stage. Note the small bivalent (at 11 o’clock) 
showing early separation of its chromosomes. In the diagram, bivalents showing secondary 
association are indicated by arrows. Fig. 14. Late Feonitar 10 I showing the twelve bi- 
valents. Note the small bivalent and the iation indicated by the arrow in 
the diagram. Fig.15. Early anaphaseI with eente halt bivalents and two bivalents. 
A connecting line has been drawn between homologous chromosomes in the diagram 
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the nuclear membrane breaks down before the metaphase stage, so 
that adequate chromosome spreading could be achieved (Fig. 13, 14). 

The development of the meiotic spindle coincides with the dis- 
appearance of the nuclear membrane and the nucleolus, although the 
nucleolus may sometimes persist well into the metaphase stage (Fig. 13). 
The first division spindle is always aligned at right angles to the long 
axis of the basidium and is organised without the aid of visible centro- 
somes. Earlier authors (CoLson 1935, and Sarazin 1938) have reported 
that the spindle is organised by centrosomes, but in the material 
used in this investigation centrosomes were not observed at meiosis 
or mitosis, even when using the techniques of earlier workers. 

At the first metaphase stage of meiosis, twelve bivalents could be 
clearly seen to be arranged around the periphery of the spindle. This 
haploid chromosome number of n= 12 differs from any of the determina- 
tions previously published (Sass 1928; CoLson 1935, and Sarazin 1938) 
and is the highest chromosome number recorded for the species. The 
bivalent chromosomes are quite distinct but are very small, being 
contracted to about one-fifth of their pachytene length. An occasional 
tendency for secondary association of bivalents appeared to be due to 
stickiness between the heterochromatic regions of some of the chromo- 
somes (Fig. 13, 14); however, no true multivalent associations were 
found and the meiotic pairing and segregation did not disclose evidence 
of polyploidy (Evans 1956). 

At the late metaphase stage, the individual chromosomes of the 
two smallest bivalents frequently show early terminalisation of chiasmata 
and become clearly separated (Fig. 13, 14). As terminalisation is often 
not completed at the same time in all bivalents, the early anaphase 
chromosomes appear to be scattered along the spindle (Fig. 15). Lag- 
gard chromosomes were found in nearly 10% of the divisions, whilst 
anaphase bridges were about half as frequent (Fig. 16—18). The 
bridges could be the result of inversion or of delayed terminalisation of 
chiasmata due to sticky heterochromatin; the presence of fragments 
with some of the bridges, however, is strongly suggestive of inversion 
heterozygosity. The peripheral arrangement of the chromosomes with 
regard to the spindle is apparent at the late anaphase, as the chromatin 
groups appear to have a double nature when viewed from the side 
(Fig. 17). 

The telophase nuclei are at first compact but soon increase in size 
and the nucleoli become reconstituted. At this stage the chromosomes 
lose their stain affinity and a clear nuclear sap is evident. This expanded 
resting condition is of brief duration and is quickly followed by the 
second division of meiosis, the nuclei usually dividing in.a synchronous 
manner. The termination of the resting stage in the daughter nuclei 
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is marked by the disappearance of the nucleoli and the appearance of 
chromosomes which are appreciably contracted. As in the first division, 
laggard chromosomes and chromatin bridges were sometimes found at 
anaphase (Fig. 19). 

A particularly interesting feature of the second division of meiosis 
is the variation in the alignment of the spindles. This variation is prob- 





Fig. 16 Fig. 17 Fig. 18 Fig. 19 
Figs. 16—19. Meiotic chromosome aberrations. Above: photomicrographs, below: draw- 
ings of the same cells. Fig. 16. A chromatin bridge at anaphase I. Note the double nature 
of the anaphase groups. Fig. 17. Late anaphase I with two laggard chromosomes. The 
peripheral arrangement of the chromatin around the spindle can be clearly seen. Fig. 18. 
Telophase I nuclei showing a fragment and the remains of a bridge. Fig. 19. Second 
division of meiosis showing a metaphase and two anaphase groups. The remains of a bridge 
between the two anaphase nuclei can be clearly seen 


ably due to slight differences in the shape and size of the cells, resulting 
in differences in the amount of space available for the organisation of 
the long spindles. The type of spindle alignment in any given basidium 
conforms to one of four’ categories (Table 1): 

(A) Spindles parallel to one another and parallel to the longitudinal 
axis of the basidium (Fig. 20). 

(B) Spindles parallel to one another but aligned at right angles to 
the longitudinal axis of the basidium. As the basidium in transverse 
section has a circular outline, these spindles are at different levels with 
respect to the longitudinal axis of the basidium (Fig. 21). 
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(C) Spindles which are aligned at right angles to each other and lie 

in a plane at right angles to the longitudinal axis of the basidium (Fig. 22). 

: é (D) Spindles which 

Table 1. The types of spindle alignment found at the do not fall directly into 
second division of meiosis. All diagrams excepting that f the ab 1 

of type C are side views of the basidia. The relative O° the above classes. 

frequencies of the various classes were determined through The frequency of the 

counts made on sectioned material various patterns of nuc- 


lear division (Table 1) 
was determined from 

sectioned material. For 
Ch photographic illustra- 
tion, gently squashed 


preparations were used, 
and consequently in the 


C D 
Type A B D, De 





























of cole 19 4 oy 6 accompanying: illustra- 
counted tions the spindles are 
repeny 17-4 | 29-4 | 47-7 55 slightly displaced. The 

: type of spindle align- 


ment in a basidium has, in the case of a fusion nucleus heterozygous 
for certain factors, a direct effect upon the genetic constitution of the 
spores produced; the genetical significance of the variation in spindle 
alignments is discussed in the following section. 
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Fig. 20 Fig. 21 Fig. 24 Fig. 23 

Figs. 20—24. Basidia with different second meiotic division types. Fig. 20. Basidium 
showing the type A second division of meiosis. The nuclei have been slightly displaced in 
the preparation of the slide but the type of spindle alignment is still evident. Fig. 21. Basi- 
dium showing the type B second division of meiosis. The two telophase nuclei at the 
sterigmatal end of the basidium are joined by a chromatin bridge. Fig. 22. Basidium 
showing the type C second division of meiosis. Only three nuclei can be seen from this 
plane of view. Fig. 23. Nuclear migration from the basidium into the sterigmata. Fig. 24. 

Mature thick walled basidiospore containing four nuclei 





When the basidia have reached their maximum size, the two sterig- 
mata develop. Sterigma formation is dependent upon the size of the 
basidium and is not synchronised with a particular stage of meiosis; 
usually, however, sterigma initials appear towards the énd of the second 
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division. After completion of meiosis, the four haploid nuclei in the 
basidium take up a granular expanded resting stage appearance. This 
stage is of short duration as spore initials develop at the tips of the 
sterigmata and the nuclei soon become homogeneous and compacted. 
The two nuclei near the sterigmatal end of the basidium pass one into 
each sterigma (Fig. 23), and thence into the developing spores: the 
remaining two nuclei follow so that the basidiospores become binucleate. 
During the passage of the nuclei through the horn-shaped sterigmata, 
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Fig. 25 Fig. 26 Fig. 27 
Figs. 25—27. Basidia with different numbers of nuclei. Fig. 25. A basidium containing 
four nuclei two of which are undergoing mitosis. The two resting nuclei are located at 
the 3 o’clock and 9 o’clock positions. Two anaphase groups joined by a spindle occupy 
the centre of the basidium and the other dividing nucleus is at metaphase. The basidium 
in the lower right hand corner of the figure contains two telophase I nuclei. Fig. 26. A 
basidium containing six nuclei. The extra nuclei have arisen as a result of two post- 


meiotic mitoses. Note the remains of a chromosome bridge. Fig. 27. A basidium containing 
eight nuclei and possessing two fully formed sterigmata 





the nuclei become elongated and V shaped, the angle of the V being 
directed towards the spores (Cotson 1935). The two nuclei in each 
basidiospore undergo mitosis before the spore is shed, so that the thick 
walled spores have four nuclei (Fig. 24). A further mitosis may occur 
after the spore is shed so that the mature spores may contain from 
four to eight nuclei. 

In rare. instances, some, or all, of the four nuclei in the basidium 
undergo an additional mitotic division within the basidium itself 
(Fig. 25—27). In these abnormal basidia eight nuclei are usually 
present, although some basidia containing six resting nuclei have been 
found. These basidia have two fully developed sterigmata and appear 
quite normal in all other respects, although at the time of fixation spore 
initials had not developed at the tips of the sterigmata. It would thus 
appear that the increased nuclear number in these abnormal basidia 
was due to delay in the development of the basidiospore initials in relation 
to the cycle of nuclear division. A surface examination of the gills showed 
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that not all the basidia were two-spored, as a small percentage bore one, 
three, or four basidiospores. This fact has been reported by a number 
of authors, the frequency of anomalous types in this material (Table 1) 
being similar to that found by CayLry (1936). 


Little information concerning nuclear behaviour in the non-bispored basidia 
has been obtained. The few basidia bearing one, three, or four sterigmata have 
each contained the normal complement of four haploid nuclei. Although uni- 
nucleate spores have been found, generally their uninucleate condition can be 
attributed to their artificial and premature detachment in the making of the 
preparation. SaRAzin (1938) found that some spores are normally uninucleate, 
but whether these spores are produced on basidia bearing four sterigmata is not 
known. 











Table 2 
Basidia 
Author 
Counted 1 Spored | 2 Spored | 3 Spored | 4 Spored 
CayLey (1936) . . 1,102 6.7% 82.2% 5.6% 6.36% 
Present Work. . . 319 4.0% 91.6% 3.8% 0.6% 

















Discussion and conclusions 

The multinucleate condition of the mushroom cell and the range in 
nuclear number found both in the’ cells of the fructification and in 
hyphae cultured on agar, raise a number of interesting cytogenetical 
problems. Two of the most important questions to be answered are (i) 
what is the genetic constitution of the nuclei in the somatic and sporo- 
genous tissues ? and (ii) what is the genetical importance of the nuclear 
fusion and consequent meiosis in the basidium ? Some information on the 
latter point is available in that LamBert (1938) and Kiieman (1943) 
have clearly shown that segregation occurs at meiosis and that nuclei 
of differing genetic constitution may be involved in the pre-meiotic 
binucleate condition. Evidence in the same direction has also been ob- 
tained in the present investigation through the study of chromosome 
bridges observed at meiosis. From these observations, it is clear that 
nuclei of different genetic constitutions must be present in the somatic 
cells. 

The above conclusion leads us to consider the relationship between 
nuclei of different genotypes within the cells. The maintenance of a 
genetic equilibrium within and between these multinucleate cells would 
certainly require a regulating mechanism, as we have shown that cell 
wall formation and mitosis are not co-ordinated processes. If genetic 
balance exists between such cells, then the mechanism for its maintenance 
must be co-ordinated in such a way that cell populations must be pheno- 
typically uniform. The only cytologically observable process which 
might play a part in maintaining such a genetic equilibrium is the pro- 
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cess of nuclear migration. However, migration would appear to be 
too infrequent an event to be of paramount importance for either 
reducing the nuclear complement of those cells which give rise to the 
basidia, or for maintaining genetic balance between cells. Evidence 
from observations on the stability of lines in culture (unpublished data) 
suggests that a complete state of genetic equilibrium between cells does 
not exist, in which case it is possible that migration may represent an 
inefficient method for maintaining genetic uniformity. 

SAvVILE (1939) and Prnto-Lopss (1949) have drawn attention to the 
variety of forms shown by the resting nuclei of a number of different 
fungi. In the mushroom, we have distinguished between two types of 
resting nucleus, the non-staining or granular expanded type and the 
densely staining or homogeneous form. We have already shown that 
a real difference exists between these types and that the homogeneous 
nuclei do not represent a particular phase of the mitotic cycle closely 
associated to the mitotic phase. The difference between these nuclei 
cannot be a fundamental genetic one as at one particular stage in the 
development of the basidium the pre-fusion nuclei were all observed 
to be of the granular expanded type. Thus, in spite of the fact that 
the nuclei which fuse in the basidium can be genetically different, 
morphologically they are identical. 

A clue to the explanation of the differences which exist between these 
resting nuclei was obtained from a study of the development of the cells 
of the subhymenium. These cells are physiologically active and in terms 
of metabolic processes are probably analogous to the egg and pollen 
mother cells of higher plants. It was found that the two nuclei in the 
cells of the subhymenium and in the young basidia, were consistently 
of the homogeneous type and that this homogeneous condition was usually 
maintained up until the association of the two nuclei prior to fusion. 
Shortly before fusion, the nuclei change from the homogeneous state to 
the granular expanded condition. Fusion commences when the basidia 
have enlarged, the enlargement following a period of assimilation of 
new cell substance which will be made available to the basidiospores. 
Thus, during the period when the physiological processes connected 
with increase in cell contents are active, the resting nuclei are in a 
homogeneous state. Further, it has been shown that nuclei of the homo- 
geneous resting type preponderate in the cells of the younger mushroom 
fructifications whereas in the older tissues nuclei of the granular expanded 
type occur more frequently. From this evidence, we may conclude that 
the presence of nuclei in a homogeneous resting condition is asso- 
ciated with centres of pronounced physiological activity. Whether 
this resting condition is the cause or the result of active metabolism 
is not .known. 








130 H. J. Evans: 


The nuclear membrane of the fusion nucleus in the basidium breaks 
down at late diakinesis and at this stage the meiotic spindle is formed. 
Previous workers have reported that this spindle is organised by centro- 
somes, although CoLson (1935) states that ‘stages showing the formation 
of the centrosomes such as those described by WAGER (1894) were not 
found”. It is perhaps significant that in CoLson’s excellent diagrams, 
so-called centrosomes were not seen until the spindle was already organis- 
ed, and in the present investigation centrosomes were not observed 
at any stage of mitosis or meiosis. A survey of the literature describing 
nuclear divisions in fungi in which ‘centrosome-like’ bodies have been 
reported has shown that, especially in the case of the Hymenomycetales, 
these ‘centrosomes’ are only present when the spindle is already organ- 


ised and, as WAGER (1893) pointed out, “in Agaricus stercorarius .... the 
two very minute deeply staining granules had no clear border, or radi- 
ating striae, .... and were not always present”’. 


In the cultivated mushroom, overstained basidial cells frequently 
show spindles which have taken up more stain than the surrounding 
cytoplasm. In these cells, the concentration of a large number of spindle 
elements at the poles gives a dot-like appearance at each end of the 
spindle. A similar phenomenon was observed by SaviLeE (1939) in certain 
rust species where it was shown that the occasional dots observed at the 
spindle poles were due to an optical effect produced by converging 
spindle fibres, and these dots were clearly not centrosomes. McCLInTock 
(1945) and SrneLeTon (1953), using the acetocarmine technique, have 
shown that in Newrospora crassa centrosomes are clearly evident. Many 
other clear examples of centrosomes, especially in Ascomycetes, have 
been demonstrated, but in the Basidiomycetes centrosomes cannot be 
universal in their occurrence. The work of SAviLE (1939) on the Ure- 
dinales, the results of the present investigation, and unpublished obser- 
vations made on Lycoperdon spp. and other Gasteromycetes have in no 
instance revealed the presence of centrosomes, and it seems possible that 
the higher fungi as a group may perhaps be characterised by the absence 
of such bodies. 

Chromosome behaviour at mitosis and meiosis in the mushroom 
follow well-known patterns and in general show no unique divergence 
from those associated with the normal nuclear processes of other fungi. 
The twenty-four chromosomes in the diploid nucleus are always asso- 
ciated as twelve bivalents at meiosis and although the haploid chromo- 
some number of n = 12 is the highest reported for an Autobasidiomycete, 
no evidence indicating polyploidy was found. The relation of the present 
chromosome count to the determinations of n = 4 and n = 9 made by 
earlier investigators has been discussed in a previous publication (Evans, 
1956). 
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When migration of the nuclei from the basidia to the basidiospores 
commences, the two nuclei nearest to the sterigmata pass each into a 
different spore. These nuclei are quickly followed by the nuclei furthest 
from the sterigmata. Which two of the four nuclei pass into each spore 
is thus determined by the proximity of the individual nuclei to the sterig- 
mata, and this proximity is itself dependent upon the alignment of 
the spindles at the second division of meiosis. We have shown that the 
spindles at the second division of meiosis may be arranged in a variety 
of ways, the type of alignment in a particular basidium conforming 
to one of a number of patterns (Table 1). If we disregard for the present, 
spindles aligned as in type D, it will be seen that only in that type of 
nuclear division in which the spindles lie parallel to one another and 


Table 3. A diagrammatic representation showing the expected distribution of a gene 
M (@) and its allele m (0) to the basidiospores when the first division of meiosis is 
reductional (see text) 
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17-4% 294% 47-77% 5-5 % 




















parallel to the long axis of the basidium, i.e. type A, will non-sister nuclei 
be at the same level with respect to the long axis of the basidium. 
As the pair of nuclei which are nearest to the sterigmata pass into dif- 
ferent spores, in basidia having nuclear divisions of type A, all the basidio- 
spores will contain sister nuclei, whereas basidiospores containing non- 
sister nuclei will be produced when the spindles are aligned as in types B 
and C. The spindle alignments shown in type D are merely slight varia- 
tions of the type A arrangement and ranges between the types D, and 
D, shown in Table 3 are found. In the type D class, approximately half 
of the basidiospores produced will contain sister nuclei, i.e. the D, types. 

Having determined the relative frequencies of the various classes 
of spindle alignment, a simple calculation gives us the frequency of 
basidiospores containing sister nuclei, which in the present material 
is 20%. This low frequency of basidiospores having sister nuclei has 
important genetical consequences; e.g. in a diploid nucleus which is 
heterozygous for two alleles M@ and m at a given locus, if the first division 
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of meiosis is reductional, as for instance would be the case if this locus 
was near the centromere, then 80% of the basidiospores produced would 
be heterokaryotic having the constitution M/m. If, on the other hand, 
a single cross-over occurs between the centromere and the gene then . 
segregation of these alleles does not take place until the second division 
of meiosis, so that all the basidiospores produced by type A basidia, 
50% of the basidiospores produced by types B and C basidia and 75% 
of the basidiospores produced by basidia of type D will be hetero- 
karyotic with respect to this locus. Thus, in our material, if segregation 
of these alleles does not take place until the second division of meiosis, 
then we should expect 60% of the total basidiospores produced to have 
the genetic constitution M/m. 

From the above considerations, it may be seen that whenever the 
fusion nucleus is heterozygous for a given gene, then the arrangement 
of the spindle at the second division of meiosis ensures that 60 to 80% 
of the basidiospores contain nuclei which are genetically different. The 
alignment of the second division meiotic spindles thus tends to per- 
petuate heterokaryosis without necessitating nuclear exchange between 
basidiospores or. their products. In this connection, it is of interest 
to note the work of SINDEN (1937) and Kiiaman (1943), who found that 
between 20% and 30% of single basidiospore cultures were sterile and 
did not give rise to fructifications. This sterility was found to be a 
constant phenomenon which did not diminish even when inbreeding 
was carried on for several generations. If fertility is determined by 
heterozygosity (perhaps for mating type as in a simple bipolar system), 
then the mechanism of spindle alignment which has been described 
may account for the results of SINDEN and Kiieman. The percentage 
of sterile spores would, on this explanation, be directly related to 
those spindle alignments which give rise to homokaryotic basidiospores. 
Further, the retention of the sterility phenomenon, even after continued 
inbreeding, would be achieved by the presence in each generation of 
basidia having spindle alignments giving homokaryotic basidiospores. 

The above comparison between the breeding results of SINDEN and 
K1iieMAN and the expected results on the hypothetical system described 
is very attractive. However, KtigMan (1943) attempted to cross sterile 
mycelia and his results suggest that the breeding system may not be 
as simple as a two allele bipolar incompatibility mechanism. The question 
of sexuality, or more correctly incompatibility, in the mushroom is 
certainly not yet resolved, but from the information available it appears 
that this fungus may not be a simple homothallic. The present evidence 
would not be incompatible with the suggestion that the mushroom may 
be secondary homothallic having a breeding system, on the lines of 
that described by DopGr (1927 and 1936) for Neurospora tetrasperma, 
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which operates even in the absence of clamp connections or conjugate 
mitosis. 

In connection with the question of incompatibility it is of interest 
to note that the types of spindle orientation which have been described 
may be present in other Hymenomycetes. If such is the case then varia- 
tions in spindle orientation might provide a reasonable explanation for 
the amphithallic nature of some other twospored types (see KENNEDY 
and Burnett 1956). 
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Summary 


1. The number of nuclei found in the hyphal cells was found to vary 
between 1 and 36, with a mean at 6.44+0.08. In contrast with this 
variability the cells of the hymenium were always found to be initially 
binucleate. This reduction in nuclear number in the hymenial tissue 
is attributed to a number of factors. 

2. Evidence for the heterozygous nature of the fusion nucleus was 
obtained from a study of chromosome bridges at Anaphase I and II 
of meiosis. This accords with the genetical results of other investigators 
who have shown that segregation of a number of factors occurs at 
meiosis. 

3. Clamp connections and conjugate mitotic spindles were not ob- 
served although nuclear migration between cells was found to occur. 
It is suggested that this migration may provide an opportunity for 
maintaining a genetic balance between cells. 

4. It was found that the resting nuclei could attain one of two resting 
conditions, the expanded or the homogeneous state, which were charac- 
terised by differences in staining affinity. It was shown that the dif- 
ferent resting states were not the result of genetical differences between 
nuclei and did not represent different stages of the mitotic cycle. From 
observations on the development of the young basidium and on the 
distribution of these two nuclear types, it is suggested that the difference 
between the resting nuclei is primarily associated with a difference in 
cellular activity, the homogeneous resting nuclei characterising cells in 
active metabolic states. 

5. The haploid chromosome number was found to be n = 12, a 
determination which differs from previously recorded numbers, and the 
24 chromosomes of the fusion nucleus regularly formed 12 bivalents 
at meiosis. The presence of laggard chromosomes at meiosis and mitosis 
was attributed to sticky adhesions between heterochromatic regions of 
the chromosomes. 
10a 
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6. Contrary to the reports of previous investigators, centrosomes were 
not observed at meiosis or mitosis. Observations made on other Basi- 
diomycetes and reports by other investigators suggest that the absence 
of centrosomes may be a characteristic of the group. 

7. Differences in the manner of alignment of the spindles at the second 
division of meiosis were found between basidia. It was shown that the 
nuclear constitution of the basidiospores depended upon the type of 
spindle alignment, and a bias towards the production of spores con- 
taining non-sister nuclei was found. It is pointed out that the production 
of an excess of spores containing non-sister nuclei serves to maintain 
a high degree of heterokaryosis without involving nuclear exchange 
between plants. 
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CYTOLOGY OF THE AUTOTRIPLOID ALLIUM RUBELLUM 
By 
T. N. KuosHoo and V. B. SHARMA 
With 9 Figures in the Text 
(Eingegangen am 10. November 1958) 


A. Introduction 

A. rubellum Bie. is distributed from North-Western India to Ural, 
Cacausia and Siberia. In India the species grows in the Punjab and 
Western Himalayas, extending from Kashmir to Kumaon. It grows from 
an altitude of 1500 to 8000 ft. (cf. Hooker 1894). Earlier this species 
has been studied cytologically by LEvan (1931), who reported it to be 
a diploid (2n = 16). LrvAN obtained his material from Hortus Bergianus 
(Stockholm), but its exact place of origin has not been mentioned. 

The present material was collected from Pathankot (alt. 1000 ft.), where it 
grows more or less as a weed in wheat fields. Same cytological procedures were used 
as in A. neapolitanum Cyr. (KHosHOoO and.SHaRMA 1958). Voucher specimens have 
been deposited in the Herbaria of the Forest Research Institute (Dehra Dun) and 
Botany Department, Panjab University (Armitsar). 


B. Karyotype 


Twenty-four chromosomes were counted in the root-tip cells of the 
Pathankot population (Fig. 1). The chromosomes are either with a 
median or a sub-median centromere and there are no well-marked size 
differences within the karyotype. Six chromosomes are secondarily 
constricted. Of these, in four (Figs. 1 and 2a—c, e) the secondary con- 
striction is quite near the centromere. The remaining two chromosomes 
(Figs. 1 and 2d, f) have a secondary constriction situated medially in 
one of the arms. All these six chromosomes (Fig. 2), differ not only in 
their length, but also in the size of the distal segment, separated by the 
secondary constriction. Strictly speaking, these six chromosomes can- 
not be arranged into three pairs, because no two chromosomes are 
absolutely morphologically homologous except perhaps ‘a’ and ‘b’ 
(Fig. 2). This point was confirmed from eight metaphase plates. 


C. Meiosis 
The earliest stage available was metaphase-I. Chromosome asso- 
ciations in 16 exceptionally clear pollen-mother-cells have been given 
in Table 1. 
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As is evident, metaphase-I is conspicuous by the presence of quadri- 
valents, trivalents, bivalents and univalents. In only 31% of the cells a 
quadrivalent was seen (Fig. 3). More than one quadrivalent was never 
observed in a cell. However, all cells were characterised by the presence 
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of trivalents (Figs. 3—5). In about 19% of the cells the number of 
trivalents was 8, which is the maximum possible (Fig. 4). The minimum 
number of trivalents observed was 5. Bivalents were seen in about 62% | 
of the cells. The maximum number of bivalents is 4, while the minimum 
is one (Fig. 3). Univalents were seen in about 56% of the celis; the 


Table 1. Chromosome associations at metaphase-I 
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maximum number being 3, while the minimum being just one. The 
univalents were conspicuous by lying outside the metaphase plate (Fig. 5). 
The distribution of chromosomes at anaphase-I is irregular and often 
the number of chromosomes at each pole cannot be counted properly. 
An analysis of 28 absolutely clear cells is given in Table 2. 
As is evident, the chromosome number at the poles varies from 
8 to 16; furthermore, this stage is characterised by one or two lagging 
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Table 2. Distribution at anaphase-I 
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univalents (Figs. 6—8). In some cells the univalents are in a process of 
division (Fig. 6) or have divided (Fig. 8), while in others the univalents 
may lag and ultimately may form micronuclei. About 25 % of the cells show 





Figs. 3—5. Metaphase-I. 3, Iyy + 6y7 + 1y 4, 8m. 5, 6477 + 297 + 27. 1400 


bridges with or without fragments. Out of these, nearly 16.67% have 
a bridge with a fragment (Fig. 6). The fragment is invariably smal! in 
size. However, in 8.33% of the cells, bridges without fragments were seen 
(Fig. 8). Fig. 7 shows a 10:12 distribution accompanied by a bridge 
formed by a bivalent in which case no fragment has been released so 
far. On average 0.285 bridges were seen in a cell. The bridges tear ulti- 
mately at one or two points, often leaving a long thin chromatin thread 
in the middle. The bridge-fragment configurations evidently indicate 
structural differences between the pairing chromosomes, and bridges 
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without fragments possibly also indicate that the pairing chromosomes 
are not completely homologous (cf. Dartineton 1938, AkERMAN and 
HacsBere 1954, Murty and SwaMInaTHAN 1956), resulting in delay in 
disjunction. 





Figs. 6—8. Anaphase-I. 6, Bridge-fragment configuration and one univalent in division. 
7,10: 1yz: 12. The bivalent has formed a dicentric bridge. 8, Bridge without fragment and 
divided univalents. x 1400 
Fig. 9. Telophase-II with a bridge-fragment configuration in each of the dyad cells. x 1400 


At telophase there are organized two equal or unequal nuclei accom- 
panied by one or two micronuclei. No bridges were seen to persist till 
this stage. 

Metaphase-II was organized normally but was accompanied by 
1 to 2 micronuclei, which remain on one side of the metaphase plate. 
As expected, anaphase-IT was abnormal. Only one cell could be analysed 
at this stage and in this cell 11 or 12 chromatids were counted at a pole, 
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accompanied by lagging chromosomes or chromatids. From 0 to 3 
micronuclei were observed. At this stage bridges were also found. On the 
average 0.147 bridges were present per cell. This is approximately half 
of the number found at anaphase-I. The occurrence of the rare bridges 
at anaphase-IJ, therefore, appears to be the result of chance inclusion 
of the dicentric chromosomes in one of the dyad nuclei. In fact, there is a 
chance of 50% for a bridge to be oriented in a manner, so that it is included 
undivided in a dyad nucleus at anaphase-I. In all such cases (except one) 
there were observed no fragments associated with the bridges at anaphase- 
II. In the exceptional case (Fig. 9) there was a bridge in each of the dyad 
cells accompanied by a fragment. This could be explained if we assume 
that at anaphase-I there was irregular segregation of trivalents or 
quadrivalents, resulting in 2 complete bivalents moving as such, one 
each to a pole. Furthermore, if the two chromosomes of each of these 
bivalents differ by an inversion, one could reasonably expect that at 
anaphase-II there would be the typical bridge-fragment configuration in 
each of the dyad cells (Fig. 9).. An alternative, and a rather more reason- 
able, possibility is that the two dicentric chromosomes were included 
one each in a dyad nucleus at anaphase-I. This could easily happen if in 
a bivalent there were formed three chiasmata (two within a paracentric 
inversion and one outside it) as depicted by Swanson (1958, p. 169). The 
resulting dicentrics would organise bridges at anaphase-II. 

At telophase-IT, tetrads with apparently equal or unequal nuclei 
were organised. In rare cases, triads have also been seen. The pollen 
grains are variable in size. The size of the largest grains is 10.8 x 9 yu 
and that of the smallest grains is 3 x 4.54. Only 34—40% pollen grains are 
stainable; about 42% are without micronuclei, while 58% of the pollen 
grains contain 1—3 micronuclei. 

Small, shrunken seeds have been harvested and their viability is yet to be 


tested; however, field observations reveal, that the species is mostly propagated by 
vegetative means. 


D. Discussion 

The details of the karyotype of the diploid reported by Levan (1931) 
are not given, and therefore no comparison of the diploid race can be 
made with the triploid Pathankot population. In the latter there are six 
nucleolar chromosomes, which perhaps represert three pairs of the three 
different genomes involved in its origin. Evidently, on karyotypic 
grounds, the triploid does not represent a case of absolutely true auto- 
ploidy, and hybridity seems to be involved in its origin. That such a 
karyotype could have arisen only by secondary changes, appears to 
be far-fetched. It must, however, be admitted that karyotypic analysis 
alone may be rather a misleading criterion for diagnosis of the nature 
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of the polyploidy (StEBBINS 1950), primarily because the similarity in 
the karyotypes cannot be used as an index of genic homology between the 
chromosomes. 

The meiosis of this taxon is characterized by a high frequency of 
multivalents, as stated above. The multivalent pairing is primarily a 
question of homology rather than the lenght of the chromosomes, 
because there are at least four triploid Alliwm hybrids which have about 
as long chromosomes but show bivalents and univalents at meiosis 
(cf. CLARK and McKay 1946, Jongs and Krur 1957). It is, therefore, 
clear that the high frequency of trivalent formation in the present case 
indicates a very high degree of homology between the chromosomes of 
the three genomes. It may, therefore, be logically concluded that this 
taxon is either an autoploid or a segmental-alloploid. Experience has 
shown that bivalent formation alone is not a safe criterion for diagnosing 
the nature of polyploidy. On the other hand, multivalent formation in 
a polyploid is the result of the homology between the parental chromo- 
somes, and as such, ordinarily indicates only auto- or segmental- 
alloploidy. This point is in favour of the above conclusion. 

It is, indeed, extremely difficult to distinguish between these two 
categories (auto- or segmental-alloploidy) of polyploids, until a thorough 
systematic and experimental work is undertaken (cf. STEBBINS 1947, 
1950). Till then, all conclusions would be of a tentative nature. However, 
chiefly on cytological grounds (which, though ‘“‘valuable”, are by no 
means “‘infallible”), one would ordinarily expect a much higher fre- 
quency of multivalents in autoploids in comparison to segmental-allo- 
ploids. On this reasoning the Pathankot population of A. rubellum ap- 
pears to beautotriploid. Keeping in view the karyotypic heterozygosity, it 
is rather tempting to suggest that the taxon may very well be an inter- 
varietal autoploid, and it is possible that there may be different chromo- 
somal biotypes at the diploid level. The presence of bridges during the 
meiosis corroborates this assumption. Here it is pertinent to mention 
that intervarietal autoploids are suspected in the genus Allium, par- 
ticularly in .4. schoenoprasum, A. carinatum and A. oleraceum (STEBBINS 
1947, 1950; cf. also Levan 1931, 1936). In the autotriploids reported 
in these species, there has also been noted a high frequency of trivalent 
formation as is true in the present case. 

To date no diploid forms of this species have been discovered in 
North-Western India, but search is being continued in this area. 
It may, however, be mentioned that the only allied species of A. rubellum, 
as indicated by Hooker (1894), is A. liliacinum Royux. On the basis of 
morphological and karyotypic comparisons, it can be safely said that 
A. liliacinum (unpublished data) could not have been involved in the 
origin of the triploid A. rubellum. Furthermore, HooKEr (1894) recognizes 
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two varieties within A. rubellum itself, and the present taxon is perhaps 
var. parviflora LEDEB., because the flowers are small. The other variety, 
grandiflora Botss., may very well be diploid, since its flowers are re- 
ported to be larger, as is also the case in the allied diploid species A. lilia- 
cinum studied by the writers. The possibility of var. grandiflora being 
involved in the origin of the present autotriploid is being examined and 
further systematic and geographic studies are in progress. 

Whatever the nature of the polyploidy and the mode of its origin, the 
present taxon has been preserved in nature inspite of its extreme sterility. 
It shows effecient vegetative reproduction, since a single plant produces 
_ 3—6 bulbs each season. As mentioned above, it is extremely common 
and is more or less a. weed, in the wheat fields at Pathankot. In such 
habitats its spread seems to be aided inadvertently through ploughing. 
Thereby, a cluster of bulbs formed by a single plant becomes separated 
into individual bulbs. Plants of this species are also met with in 
nearby waste ground in the shade of bushes, but here these are by no 
means common. 


Summary 

Of A. rubellum, already known as a diploid (2n = 16), a triploid form 
has been collected from Pathankot. ‘All the 24 chromosomes in the latter 
possess median to submedian kinetochores. Of these, 6 are nucleolar 
chromosomes, which do not represent 3 truly morphologically homologous 
pairs. 

Meiosis is characterised by the presence of quadrivalents, trivalents, 
bivalents and univalents. Out of these, trivalents are the most common 
and often as many as 8 were seen in a cell. Anaphase-I distribution is 
irregular and shows bridge-fragment configurations, lagging chromosomes 
and micronuclei. The subsequent course of meiosis is also not normal 
and results in sterility. 

In view of the high frequency of trivalents, the triploid form appears 
to be an autotriploid and the karyotypic heterozygosity points to an 
intervarietal origin. It maintains itself because of the efficient vege- 
tative reproduction. 
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UBER DAS VERHALTEN EINES RINGCHROMOSOMS 
IN DER MITOSE UND MEIOSE VON ANTIRRHINUM MAJUS L. 


Von 
ARND MICHAELIS 
Mit 13 Textabbildungen 
(EHingegangen am 12. Dezember 1958) 


J. Einleitung 


In verschiedener Hinsicht sind Individuen mit einem oder mehreren 
ringférmig geschlossenen Chromosomen im sonst normalen Karyotyp 
besonders geeignete Objekte fiir cytogenetische Untersuchungen, da 
sie Hinweise iiber die Art und Haufigkeit der Austauschvorginge im 
Verlauf der Reduktionsteilungen geben kénnen. Uber das Meioseverhal- 
ten spontan aufgetretener oder experimentell induzierter Ringchromo- 
somen bei verschiedenen Objekten wurde schon mehrfach berichtet. So 
liegen Untersuchungen iiber das Verhalten von Ringchromosomen in 
der Mitose von Crepis (NAWASCHIN 1930), Zea (McCiinTock 1932, 1938, 
1941) und Nicotiana (Strno 1940) vor. Uber die Entstehung von Ring- 
chromosomen in der Meiose von T'ulipa und T'radescantia berichteten 
Urcott (1937) und Gruxs (1940). Bei Drosophila wurden die mit dem 
Auftreten eines ringférmig geschlossenen X-Chromosoms verbundenen 
Konsequenzen von Morean (1933), STURTEVANT und BEADLE (1936), 
BatrTacHaRya (1950), ScHuLTz und CaTcoHESIDE (1937), BRAVER und 
Biount (1950) und Brown und Hanna (1952) ‘untersucht. Levan 
(1956) fand Ringchromosomen in menschlichen Tumoren. Ausfiihr- 
liche Untersuchungen iiber die Cytologie eines durch Réntgenbestrah- 
lung entstandenen, ringférmig geschlossenen Chromosoms (6) beim Mais 
fiihrte Sonwartz (1953, 1954, 1955) durch. Ein dem letztgenannten 
sehr ahnliches Verhalten zeigte ein spontan aufgetretenes Ringchromo- 
som bei Antirrhinum majus, tiber das im folgenden berichtet werden soll. 


II. Material und Methodik 
Aus einer im Zusammenhang mit der Bearbeitung der Mutante 
,,Angusta‘‘ (MICHAELIS 1959) aufgezogenen Einzelpflanzennachkommen- 
schaft wurden 1954 5 Pflanzen ausgelesen, die durch geringe Vitalitat 
und etwas schmalere Blatter auffielen. Die cytologische Analyse ergab 
einen Karyotyp mit 15 stabférmigen und einem ringférmig geschlosse- 
nen Chromosom. Die Bliiten zeigten in GréBe und Ausfirbung keine 
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wahrnehmbaren Unterschiede gegenitiber normalen Pflanzen. Auf den 
Blattern traten haufig sehr schmale hellere Streifen, Flecke und leichte 
Deformationen auf. 


Diese Abnormitaten waren jedoch so geringfiigig, daB sie erst bei genauer 
Betrachtung augenfallig wurden und nicht ausreichten, um die betreffenden 
Pflanzen mit Sicherheit phanotypisch zu klassifizieren. Die phainotypische Beurtei- | 
lung bedurfte stets einer Bestatigung durch eine Analyse des Karyotyps. 

Bliitenblatter und Antheren wurden aus 1—3 mm langen Knospen in Alkohol- 
Eisessig 3:1 fixiert, mit Eisenkarminessigsaure gefarbt und zu Quetschpraparaten 
verarbeitet. Aus einem Teil der Praparate konnten iiber Trockeneis-Alkohol 
Dauerpraparate hergestellt werden (CONGER und FarRcHILD 1953). Fiir die mikro- 
skopischen Untersuchungen stand ein Zeiss-Lumipan zur Verfiigung. Die Mikro- 
photogramme wurden mit der Zeiss-Miflex auf Agfa-Isopan-FF-Kleinbildfilm ange- 
fertigt und 2000fach vergréBert. 


Ill. Ergebnisse 
1. Die Mitose 


Bei den Untersuchungen der Mitose in den Blitenblattern wurden 
in allen Zellen 15 stabférmige und ein zu einem Ring geschlossenes 






Abb. 1. Chromosomenbestand in der Prophase einer Pflanze mit 15 stabférmigen und einem 
Ringchromosom, 2000 x 


Chromosom gefunden (Abb. 1). In den Anaphasen traten in 26,1% aller 
auswertbaren Zellen Anaphasebriicken auf (Tabelle 1). 

Nach MocCuintock (1938) ist diese Briickenbildung nur durch die 
Annahme erklairbar, da8 durch einen somatischen Austauschvorgang 
zwischen den Chromatiden (,,reziproke Schwesterchromatidentransloka- 
tion‘) des Ringchromosoms in der in Abb. 4a dargestellten Weise 
doppeltgroBe Ringe entstehen. In dem vorliegenden Material wurden 
derartige Ringkonfigurationen in 14% der untersuchten Zellen gefunden 
(Abb. 2, 3). 12,1% der Anaphasebriicken bestanden aus Schwester- 
ringchromosomen, die ineinander verschlungen waren (Abb. 3 rechts) 
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Solcke Konfigurationen kénnen nach einem doppelten bzw. jedem 
geradzahligen somatischen Austauschvorgang in Ringchromosomen er- 
wartet werden (Abb. 4b). 

Tabelle 1. Die Hédufigkeit von Briickenkonfigura- Levan (1956) fand in 
tionen in der mitotischex, Anaphase den von ihm unter- 























Ohne | Doppelt-| Ver suchten Tumoren ahn- 
Briicke |8toBe, diz.|schlungene} Gesamt . Jiche Anaphasebriicken- 
Briicke Ringe Z 
typen und deutete sie 
Hl 56 10 7 73 auf die gleiche Weise. 
7 : 2 Be Be =i Der in dem vorliegenden 
Material gefundene Pro- 

Gesamt} 153 29 25 207 se 
Prana 73,9 14 12,1 100 zentsatz an Briicken 
26,1 ist unerwartet hoch; er 


liegt beim Mais fiir das 
ringférmig geschlossene 2. Chromosom nach McULINTucK mit 8% 
und fiir das 6. Chromosom (Schwartz 1953) mit 4,5% bedeutend 
niedriger. 





Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2 u, 3. Anaphasestadien. Abb. 2. Anaphase mit doppeltgroBer dizentrischer Briicke. 
Abb. 3. Anaphase aus einer polyploiden Tapetumzelle, links: doppeltgroBe dizentrische 
Briicke, rechts: verschlungene (,,interlocked‘‘) Ringe. 2000 x 


Da anzunehmen ist, daB eine derartige Briicke nicht immer an den 
Stellen reiBt, an denen der Austausch stattgefunden hat, so ergibt sich, 
je nachdem an welchem Ort der Ri8 eintritt, eine ungleichmaBige Ver- 
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teilung des genetischen Materials auf die Tochterzellen, d.h., es entstehen 
Zellen mit Duplikationen bzw. Deletionen. Dieser Vorgang erklart 
auch die morphologischen Abnormitaten auf den Blattern der betref- 
fenden Pflanzen, die damit ein durch somatische Chromosomenmuta- 
tionen hervorgerufenes Fleckenmosaik darstellen: 





5 1 
5 1 5 oa 9 
§ 2 P : 4 
3 3 4 2 

a b 


Abb. 4a u. b. Die Entstehungsweise verschiedener Anaphasekonfigurationen durch Aus- 
tauschvorgiinge im somatischen Gewebe. a Doppeltgro8er dizentrischer Ring. 
b Verschlungene Ringe 


2. Die Meiose 


Aus den Untersuchungen des Meioseablaufs in ,,Ringpflanzen“ 
kénnen sich wichtige Folgerungen tiber Anlage, Haufigkeit und Art der 
Austauschvorgange ergeben, da sich aus den zu erwartenden unter- 
schiedlichen Anaphase I- und Anaphase II-Konfigurationen Riick- 
schliisse auf die Chiasmaanlage im Ring-Stab-Bivalent machen lassen. 

Im Pachytiin der 5 Ausgangspflanzen treten das Ringchromosom und 
sein stabfoérmiger Partner liickenlos gepaart auf (Abb. 5). Unter der 
groBen Anzahl untersuchter Ringpaarungsverbinde wurden nur wenige 
gefunden, bei denen sehr kurze, tiberstehende Enden zu sehen waren. 
Die tiberwiegende Mehrzahl zeigte vollstiéndig gepaarte Ring-Stabver- 
bande ohne univalente Abschnitte. Die gleiche Feststellung gilt fiir 
Pflanzen mit Ringchromosomen aus der Nachkommenschaft der 5 Aus- 
gangspflanzen. Diese Tatsache und das Fehlen deutlicherer phiano- 
typischer Unterschiede gegeniiber normalen Pflanzen, die bei Verlust 
gréBerer Chromosomenabschnitte mit Sicherheit zu erwarten waren 
(sofern ein solcher Genotyp tiberhaupt noch lebensfahig ist), zeigen, daB 
das betreffende Chromosom fast mit seiner gesamten Linge an der Ring- 
bildung beteiligt ist. Da nach den allgemein giiltigen Vorstellungen eine 
irreversible Verbindung von Chromosomenenden nur dann auftreten 
kann, wenn ein Verlust oder eine Beschadigung der Telomeren erfolgt 
ist, konnte es sich im vorliegenden Falle um den Verlust von zwei sehr 
kurzen Endsegmenten handeln, wonach durch Reunion der Bruch- 
flachen das Ringchromosom aus einem stabférmigen entstanden ist. 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 11 
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MECHELKE (i951) fand in einer Wurzelspitzenzelle eines triploiden 
Gerstenkeimlings ein Ringchromosom mit einem zugehérigen Fragment 
und sieht nach seinen Befunden fiir die-Entstehung 2 Méglichkeiten. 
So kénnte dieser Ring entweder durch Briiche an beiden Enden des in 
Frage kommenden Chromosoms oder durch Bruch nur nahe einem Ende 
und Reunion der Bruchfliche mit dem intakten Ende entstanden sein. 
Befunde anderer Autoren (McCiintock 194la,b; DariinaTon und 





Abb. 5. Pachytin in einer Pflanze mit 15 stabférmigen und 1 Ringchromosom. 
2400 x 


Urpcorr 1941; Dartineton und La Cour 1945 u. a.) machen die erst- 
genannte Moglichkeit wahrscheinlicher. 


Eine von GriiEs (1941) fiir die Entstehung von Ringen aus einer 
univalenten Paarungskonfiguration in triploiden T'radescantia-Hybriden 
postulierte Méglichkeit kénnte auch fir A. majus Giiltigkeit haben, 
zumal RiEGER (1957) derartige Paarungskonfigurationen. bei haploiden 
Formen von A. majus beschrieben hat. Voraussetzung dafiir ware fiir 
den vorliegenden Fall ein Chromosom, das an beiden Chromosomenarm- 
enden relativ zum Centromer invertierte, homologe Abschnitte. hat. 
Eine in der Abb. 6 schematisch dargestellte In-sich-Paarung mit Aus- 
tausch zwischen den homologen Segmenten kénnte dann auftreten, 
wenn entweder zwischen dem betreffenden Chromosomenpaar zufiallig 
Asynapsis erfolgt oder der homologe Partner infolge eines Non-Disjunc- 
tion in den prémeiotischen Teilungen und daraus resultierender 17:15- 








Verteilung in einer PMZ fehlt und 
damit das betreffende Chromosom 
univalent vorliegt. 


Durch den Vergleich einer An- 
zahl von Pachytanen, in denen alle 
8 Bivalente zu identifizieren waren, 
mit Pachytanen von Sippe 50 konnte 
das Ringchromosom als Chromosom 
6 bestimmt werden. In der Abb. 5a 
sind die zu beiden Seiten der Ein- 
schniirung liegenden, sich starker 
anfirbenden, etwa gleich groBen 
fiir Chromosom 6 charakteristischen 
Chromomeren gut zu _ erkennen, 
wahrend Chromosom 5 durch unter- 
schiedlich groBe Chiomomeren 

’ gekennzeichnet ist, von denen beson- 
ders eine proximal derInsertionsstelle 
lokalisierte auffallt. In dieser Abbil- 
dung kommen auch die ,,diffusen 
Enden‘‘ von Chromosom 2, die sich 
durch geringe Paarungsaffinitat aus- 
zeichnen, besonders gut zur Geltung. 





Abb. 7 


Abb. 7 u. 8. Anaphasekonfigurationen der Meiose I. Abb. 7. Einfachbriicke in A I. 
Abb. 8. Doppelbriicke in A I 
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Abb. 6. Schematische Darstellung der 
méglichen Entstehungsweise eines 
*  Ringchromosoms 
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Das Diplotan, in dem im allgemeinen die erste Méglichkeit besteht, 
eine Aussage iiber die Anlage der Chiasmata zu machen, ist bei A.majus 
einer Untersuchung nicht zuganglich. Es wurde von Ernst (1938) als 





0 


Abb. 9—11. Anaphasekonfigurationen der Meiose II. Abb. 9. Einfachbriicke in A II. 
Abb. 10. Zwei Einfachbriicken in AII, Abb. 11. Doppelbriicke in A II 


,,Diffusstadium‘ beschrieben und ist dadurch gekennzeichnet, daB die 
Farbbarkeit des Chromatins stark nachliBt und sich auf einzelne 
starker farbbare Bréckchen unregelmaBiger Form beschrankt, die durch 
diffuse Strange miteinander verbunden sind. In der Diakinese findet 
sich das Ringchromosom stets als Paarungsverband mit seinem stab- 
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férmigen, homologen Partner. In diesem Stadium ist allerdings, ebenso 
wie in der Metaphase I, das Ring-Stab-Bivalent nur schwer von den 
ubrigen 7 Bivalenten zu unterscheiden. 

In der Anaphase I wurden erwartungsgemaB Einfach- (Abb. 7) und 
Doppelbriicken (Abb. 8) gefunden; in der Anaphase II traten Einfach- 
briicken innerhalb einer Spindel (Abb. 9), beider Spindeln (Abb. 10) 
oder Doppelbriicken innerhalb einer Spindel (Abb. 11) auf. Eventuell 
zu diesen Briicken gehérige Fragmente als Folge von Austausch in 
heterozygoten, parazentrischen Inversionen konnten in keinem Fall 


Tabelle 2. Experimentell ermittelte Werte fiir die Haufigkett verschiedener Anaphase- 
konfigurationen in der Anaphase I und Ana-Telophase II der Meiose in Ringpflanzen 
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Pflanzen-Nr. Ein- Dop- Obie 


fach- | pel: |Briicke | gesamt i ii r Boake t 
briicke | briick ge briicke}| >ruk- | priicke — 





1059 | 2221 
276 | 571 


1567 | 39 | 1346 | 2952] 927] 219 16 

5 53 | 136] 258 29 8 

121 5 108 | 234] 194 34 6 

H8 237 | 12 173 | 422] 189 36 8 218 | 451 
8 
0 


Gesamtanzahl | 2003 | 61 1680 | 3744 | 1568 | 318 3 
Prozent 53,5 | 1,6 | 44,9 | 100,0] 43,0 | 8,7 1 


Scuwartz 1953 
(Mais) 
Prozent 59 13 28 100 35 — 10 55 100 
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nachgewiesen werden. Die Haufigkeiten der in den untersuchten 
Pflanzen gefundenen verschiedenen Anaphasekonfigurationen sind in 
der Tabelle 2 zusammengefaBt. Sie wurden aus PMZ von 4 Ausgangs- 
pflanzen gewonnen und zeigen eine gute Ubereinstimmung. Auf die 
sich aus dem Zahlenmaterial ergebenden Konsequenzen soll in der Dis- 
kussion naher eingegangen werden. 


3. Die Selbstungsnachkommenschaften der Ringpflanzen 

Als Ergebnis der Briickenbildungen in Anaphase [ und II sind in 
Abhangigkeit von der Haufigkeit und Lokalisation der Austauschvor- 
gange, je nach dem, an welcher Stelle die Durchtrennung der Briicke 
erfolgt, Gonen mit vollstaéndigem, stab- bzw. ringférmigem 6. Chromo- 
som und solchen, deren 6. Chromosom Duplikationen oder Defizienzen 
aufweist, zu erwarten. Diese Tatsache driickt sich zunachst in der stark 
herabgesetzten Fertilitat der Ringpflanzen aus. So betrug die Anzahl 
der Samen pro Kapsel im Durchschnitt 31,2-++ 3,05, wovon 11,25+ 1,57, 
d.h. 36%, keimfahig waren. Unter gleichen Bedingungen im Gewachs- 
haus geselbstete Sippe-50-Pflanzen erbrachten 95,07-+.7,58 Samen pro. 
Kapsel mit einer Keimfahigkeit von 92%. 
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Tabelle 3. Antetl an Ringpflanzen in Ringpflanzennachkommenschaften 
ZI Oh Mit Sonstige G - d 
Jehe | Pieoem Ne. | hing | oe Chromoeomenmutanten 
Hl 137 42 1 Pflanze mit 2 Ringen 
H3 26 q 
1956 H5 99 7 
H6 325 63 2 Purpurea, 1 Anaemica, 1 mit 
2n-+ 1 Fragment, 3 Triploide 
H8 6 2 
H1xH6 25 1 
Gesamt 618 122 740 = 16,5 % 
Hl ll 2 
1957 H3 ll 4 
H6 15 4 
Gesamt 37 10 47 =21,3% 
Zusammen 655 132 787 = 16,8% 











In den 1956 und 1957 aufgezogenen Nachkommenschaften wurden 
neben 655 normalen 132 Pflanzen mit einem Ringchromosom gefunden 
(Tabelle 3). Das Fehlen einer gré8eren Anzahl von Fragmentpflanzen 
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Abb. 12. Metaphase (Mitose) einer Pflanze mit 14 





stabférmigen und 2 Ringchromosomen 


oder phanotypisch ab- 
weichenden Formen stiitzt 
die bei der Untersuchung 
groBer Nachkommen- 
schaften auf Genom- und 
Chromosomenmutationen 
(MicHAELIS 1959) gemachte 
Feststellung, daB es bei 
A.majus nur in seltenen 
Fallen zu einer Ubertra- 
gung aberranter Chromo- 
somen auf die folgende 
Generation kommt. Es 
muB angenommen werden, 


‘daB die Gonen mit Dele- 


tionen bzw. Duplikationen nicht oder nur sehr selten zur Befruch- 


tung gelangen. 


In einer der Ringpflanzennachkommenschaften wurde eine Pflanze 
mit 14 stabférmigen und 2 Ringchromosomen gefunden (Abb. 12). Sie 
war nicht lebensfaihig und ging nach Bildung des zweiten Blattpaares 
ein. Dieser Fall zeigt, daB zwar die mit der Bildung eines Ringchromo- 
soms bei A. majus verbundene genotypische Unbalance noch nicht so groB 
ist, daB ernste Stérungen der vegetativen Phase eintreten, daB aber die 
Homozygotie fiir den Ring eine Unbalance bewirkt, die zur Letalitat fihrt. 
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IV. Diskussion 

Theoretisch sind Briickenbildungen in der Meiose von Ringpflanzen 
als Ergebnis bestimmter Austauschvorginge im Ring-Stab-Bivalent zu 
erwarten. Aus der prozentualen Haufigkeit der einzelnen Typen miissen 
sich Hinweise auf die Anzahl und Verteilung der Chiasmata im Ring- 
Stab-Bivalent ergeben. Der Wert dieser Hinweise liegt darin, da8 die 
an Hand des abnormen Paarungsverbandes gewonnenen Ergebnisse 
eine zytologisch begriindete Aussage zur Chiasmafrequenz auch bei 
Objekten erméglichen, deren normale Paarungskonfiguration aus ver- 
schiedenen Griinden eine derartige Aussage nicht zulassen. Zwangs- 
laufig miissen derartige zytologische Ableitungen zum Problem der 
Chiasmabildung allerdings immer mehr oder weniger unsicher bleiben 
und kénnen nur relativ grobe Annaherungswerte an die tatsachlich 
realisierten Verhaltnisse erbringen. Exakte Aussagen miissen umfassen- 
den kombinierten zytologischen und genetischen Analysen vorbehalten 
bleiben, die allerdings ein entsprechend giinstiges Objekt erfordern. 

Fiir eine Interpretierung der tatsachlich gefundenen Werte ist es 
zunachst notwendig, die theoretisch zu erwartenden, prozentualen An- 
teile der verschiedenen Anaphasekonfigurationen zu ermitteln. Wichtig 
ist dabei die Frage nach der Anzahl der Chiasmata, die in dem betref- 
fenden Bivalent angelegt werden. Ob in einem Chromosomenarm iiber- 
haupt Austausch stattgefunden hat oder nicht, laBt sich zytologisch 
im Diakinesestadium der Meiose an der Anzahl der Bivalent-End- 
bindungen pro Zelle festlegen. Eine geléste Endbindung wiirde bedeu- 
ten, daB im betreffenden Chromosomenarm kein Austausch stattge- 
funden hat. Ist bei A. majus zwischen allen Chromosomenarmen einer 
Zelle Austausch erfolgt, miiBten 16 Endbindungen auftreten. Ernst 
(1939) fand in 100 PMZ (= 1600 mégliche Endbindungen) von Sippe 50 
37 geléste Endbindungen, d.h. 2,31%. Auswertungen am Gaters- 
lebener Material der Sippe 50 ergaben in 100 PMZ 48 geléste Endbin- 
dungen (3%). Diese gut iibereinstimmenden Zahlen geben einen Hinweis 
darauf, daB unter normalen Bedingungen bei Antirrhinum in der iiber- 
wiegenden Mehrzahl Austauschvorgange in beiden Chromosomenarmen 
eintreten. Fiir diese Uberlegungen spricht auch der morphologische 
Bau der Antirrhinum-Chromesomen insofern, als die mediane Centro- 
meranordnung rein mechanisch die Anlage von Chiasmata in beiden 
Armen in etwa gleicher Haufigkeit zulassen sollte, sofern keine sekun- 
daren Hindernisse eintreten. 

Die Haufigkeit der in einem oder beiden Chromosomenarmen ein- 
tretenden Austauschvorginge laBt sich bei A. majus nur schwer ab- 
schatzen, da das als ,,Diffusstadium‘‘ auftretende Diplotin, in dem 
bei geeigneten Objekten die Anzahl der erfolgten Austauschvorgange 
direkt ausgezihlt werden kann, einer Analyse nicht zuganglich ist und 











154 Arnp MICHAELIS: 


in der Diakinese die Chiasmata bereits terminalisiert sind. Da aber die 
prozentualen Anteile der verschiedenen Briickenkonfigurationen in A I 
und AII bei mehr als 4 Austauschvorgéngen im Ring-Stab-Bivalent 
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Abb. 13a—m. Die Konsequenzen von Einfachaustausch und verschiedener Typen von 
Mehrfachaustausch im Ring-Stab-Bivalent in der Anaphase I und Telophase II der Meiose. 
a Einfachaustausch in einem Chromosomenarm. b 2-Strang-Doppelaustausch in einem 
Chromosomenarm. c Einfachaustausch in beiden Chromosomenarmen unter Einbeziehung 
der gleichen Striinge. d 3-Strang-Doppelaustausch in einem Chromosomenarm (Typ I). 
e 3-Strang-Doppelaustausch in einem Chromosomenarm (Typ II). f Einfachaustausch in 
beiden Chromosomenarmen unter Einbeziehung von 4 Striingen. g 4-Strang-Doppelaus- 
tausch in einem Chromosomenarm. h Einfachaustausch in beiden Chromosomenarmen unter 
Einbeziehung von 4 Striingen. i Einer der Typen mit 3-Strang-Doppelaustausch in einem, 
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keine bedeutenden Verschiebungen mehr erfahren und haufigerer Aus- 
tausch pro Bivalent dariiber hinaus an sich nicht sehr wahrscheinlich 
ist und wohl nur in Extremfallen eintritt, soll die theoretische Er6rte- 
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Prophase Anaphase I Telophase IT 
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und Einfachaustausch im anderen Chromosomenarm, der zur Entstehung von 2 Einfach- 
briicken in Anaphase II fiihrt. k Einer der Typen mit Doppelaustausch in beiden Chromo- 
somenarmen, der zur Entstehung einer Doppelbriicke in Anaphase II fiihrt. 1 Mégliche 
Entstehungsweise einer Doppelbriicke in Anaphase II nach 2-Strang-Doppelaustausch 
in einem Chromosomenarm mit einem zusitzlichen Schwesterchromatidenaustausch im 
Ringchromosom. m Modgliche Entstehungsweise von 2 Einfachbriicken in Anaphase II 
nach Einfachaustausch in beiden Chromosomenarmen mit einem zusiitzlichen Schwester- 
chromatidenaustausch distal im Ringchromosom 
(Bruchenden nach BriickenriB: Wellenlinie) 
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rung der mit den Austauschvorgangen verbundenen zytologischen Cha- 
rakteristika auf den Eintritt von maximal 4 Austauschvorgingen im 
Ring-Stab-Bivalent beschrankt werden. 


Der einfachste Fall eines Crossing-over zwischen zwei beliebigen 
Nichtschwesterchromatiden des Ring-Stab-Bivalentes wird stets in 
der AI eine Briicke ergeben (Abb. 13a). In der A II sind ein normales 
stabférmiges, ein Ringchromosom und 2 Chromosomen mit Bruch- 
enden zu erwarten, die, je nachdem an welcher Stelle die Durchtrennung 
der Briicke in A I erfolgt ist, Deletionen bzw. Duplikationen aufweisen 
kénnen. Treten mehrere Austauschvorgange in einem oder in beiden 
Chromosomenarmen auf, komplizieren sich die Verhaltnisse dem Ein- 
fachaustausch gegentiber wesentlich. Eine schematische Darstellung 
der Entstehungsweise unterschiedlicher Anaphasekonfigurationen nach 
verschiedenen Mehrfachaustauschvorgingen gibt die Abb. 13 b—m. 


Unter der Voraussetzung, daB keine Chromatideninterferenz auf- 
tritt, also alle Chiasmata mit gleicher Wabrscheinlichkeit zwischen allen 
4 Chromatiden des Ring-Stab-Bivalentes angelegt werden und keine 
Strangkombination bevorzugt am Austausch beteiligt ist, ergeben sich 
die fiir die einzelnen Austauschvarianten berechneten, in der Tabelle 4a 
aufgefiihrten theoretischen Werte. Nach den allgemein giiltigen Vor- 
stellungen iiber die Austauschvorgiinge in Bivalenten mtiBte es méglich 
sein, eine annahernde Ubereinstimmung zwischen den experimentell 
ermittelten Daten und einer Kombination aus den theoretischen Werten 
zu finden, wobei jede Austauschvariante mit durchaus unterschiedlicher 
Haufigkeit beteiligt sein kénnte (z.B. mehr Doppelaustausch als Ein- 
fachaustausch usw.). Ein Blick auf die Tabelle 4a zeigt aber, daB eine 
solche Ubereinstimmung deshalb nicht gegeben ist, weil 1. nur etwa 
1/,, der zu erwartenden AI-Doppelbriicken gefunden wurde, 2. die 
Haufigkeit der A II-Einfachbriicken etwa das 11/,fache der berechneten 
betragt und 3. der Anteil von A I-PMZ ohne Briicke theoretisch héher 
sein mtiBte als tatsichlich gefunden. 


Nach den theoretischen Erwartungen miiBten A I-Doppelbriicken 
bei Eintritt von zwei und mehr Crossing-over im Ring-Stab-Bivalent 
in Abhangigkeit davon, ob der Austausch in einem Arm oder in beiden 
erfolgie, und in Abhangigkeit von der Beriicksichtigung 2- und 3maligen 
Austausches in einer Minimalfrequenz von 12,5% und einer Maximal- 
frequenz von 50,0% auftreten. Demgegeniiber liegt der tatsichlich 
realisierte Anteil von A I-Doppelbriicken bei 1,6%. Dabei bleibt zu- 
nachst der Prozentsatz unberiicksichtigt, den die Ring-Stab-Bivalente 
ausmachen, welche mdglicherweise nur einen Austausch eingegangen 
sind, zumal diese Fille auf Grund der Endbindungsauszahlungen kaum 
ins Gewicht fallen diirften. 
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Tabelle 4. Die theoretischen Werte der Anaphasekonfigurationen nach verschiedenen 
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Austauschvarianten 
Anzahl der Xta Anaphase I Anaphase IT 
: aS os roar Rares: ee = ‘ 
Pei EE SI [rr ah le eg ema Einfach- ©p- | Ohne ne Base Doppel- | Ohne 
ZL o 1 i fach- | Einfach- = fs 
“aa Pprond brticke bricke Briicke bricke ixacben briicke /Briicke 
Experimentell ermittelte Werte 
In PROZERG te. eae ee 53,5 1,6 | 44,9 | 43,0 8,7 1,0 47,3 
a) 1 — 100,0 — — — —_ — 100,0 
2 — 50,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 — — 75,0 
3 — 75,0 | 12,5 | 12,5 | 25,0 a 6,25 68,75 
1 1 — 50,0 | 50,0 | 25,0 aa — 75,0 
1 2 62,5 | 18,75 | 18,75 | 25,0 6,25 —_ 68,75 
2 2 50,0 | 25,0 | 25,0 | 31,25 | 3,125 | 3,125 | 62,5 
b) 1 — |+1SCA im Ring 50,0 — | 50,0 | 50,0 — — 50,0 
2 — |+1SCAdistalim Ring] 25,0 | 50,0 | 25,0 | 25,0 — 25,0 50,0 
2 — |+1SCA proximal im 25,0 | 50,0 | 25,0 | 25,0 — 25,0 50,0 
Ring 
2 — |-+18SCA zwischen den 50,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 — 25,0 50,0 
Nicht-SCA 
1 1 +1 SCA distal im Ring — 50,0 | 50,0 | 25,0 | 25,0 —— 50,0 
1 1 +1SCA proximal im — 50,0 | 50,0 | 25,0 | 25,0 — 50,0 
im Ring 
2 +1SCAdistalim Ring] 50,0 | 25,0 | 25,0 | 50,0 6,25 _ 43,75 
1 2 +18SCA proximal im 56,25 | 25,0 | 18,75 | 43,75 | 6,25 — 50,0 
Ring 
1 2 +1S8CA zwischen den | 50,0 | 25,0 | 25,0 | 50,0 6,25 — 43,75 
Nicht-SCA 
2 2 +1SCAdistalim Ring] 50,0 | 25,0 | 25,0 | 31,25] 3,125 9,375 | 56,25 
Theoretisch ermittelte Werte 
(WoL ROR a tte aU sie Ah os cal ve 55,6 1,6 | 42,8 | 42,5 6,9 0,9 50,6 


Die Haufigkeit von 1,0% Doppelbriicken in AII kénnte dafiir 
sprechen, da mehr als 2 Austauschvorginge im Ring-Stab-Bivalent 
auftreten. Beriicksichtigt man dabei nur Doppelaustausch in beiden 
Armen als einzig realisierte Chiasmaanlage, so waren 3,125% A II- 
Doppelbriicken zu erwarten. Tatsachlich gefunden wurden 1,0%, d.h. 
30% des unter den obengenannten Voraussetzungen theoretisch zu 
erwartenden Wertes, so daB der Eindruck entstehen kénnte, daB 30% 
aller Austauschvorginge im Ring-Stab-Bivalent diesem Austausch- 
modus zuzuordnen waren. Bei Richtigkeit dieser Vorstellungen miiBten 
allerdings in A I etwa 9% Doppelbriicken auftreten, eine Annahme, die 
mit der tatsachlich gefundenen A I-Doppelbriickenfrequenz (1,6%) 
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nicht in Einklang zu bringen ist. Die Beriicksichtigung des wenig wahr- 
scheinlichen Auftretens von etwa 12,5% Dreifachaustausch in einem 
Chromosomenarm und fehlender Chiasmabildung im anderen, wobei 
theoretisch 1/, von 6,25 %, d.h. 0,78%, Doppelbriicken in A IT und 1,75 % 
(?/, von 14,05%) in AI vorkommen kénnen, wiirde an und fiir sich mit 
den gefundenen Werten fiir Doppelbriicken befriedigend tibereinstim- 
men. Allerdings finden damit die 8,7% Zellen mit 2 Einfachbriicken in 
A II noch keine Erklarung, die sich bei Zugrundelegung von Austausch- 
vorgéngen zwischen Nichtschwesterchromatiden nicht einmal dann 
interpretieren lassen, wenn Doppelaustausch in einem Chromosomenarm 
und Einfachaustausch im anderen oder Doppelaustausch in beiden 
Armen angenommen wird. Dabei entstehen theoretisch 6,25% 2 Ein- 
fachbriicken in AII bzw. nach Doppelaustausch in beiden Armen 
3,125%. Neben diesen in AJII zu erwartenden 2 Einfachbriicken 
miuBten im ersten Falle 18,75 %, im zweiten Falle 25,0% Doppelbriicken 
in AI entstehen. Beide Werte liegen weit tiber den experimentell er- 
mittelten, und es besteht wohl keine Veranlassung zu der Annahme, da8 
die zur Entstehung der beiden Einfachbriicken fithrende Austausch- 
sequenz bevorzugt eintritt. Diese Uberlegungen geben Veranlassung, 
nach anderen Méglichkeiten zu suchen, die eine Erklarung der gefunde- 
nen Anteile eventuell unter Einfiihrung eines anderen Austauschmodus 
moglich machen. 

Ahnliche, nach den bisher gelaéufigen Anschauungen ebenfalls schwer 
erklarbare Daten fand ScHwartz (1953) fiir ein ringférmig geschlossenes, 
heterozygot vorliegendes Chromosom 6 beim Mais (Tabelle 2 letzte 
Spalte). Da dieses Chromosom ein subterminal lokalisiertes Centromer 
besitzt und deshalb nur Austauschvorginge in einem Chromosomenarm 
anzunehmen sind, sind die theoretischen Erérterungen einfacher und 
kénnen auf EKinfach-, Doppel- und Dreifachaustausch in dem betreffen- 
den Chromosomenarm beschrankt werden. Im Gegensatz zu Antirrhinum 
fallt an den experimentellen Daten von ScHwartz das relativ haufige 
Vorkommen von Doppelbriicken besonders in A II auf. Das den theo- 
retischen Erwartungen gegeniiber ebenfalls verstirkte Auftreten von 
A II-Einfachbriicken deckt sich mit den bei A. majus erhaltenen Er- 
gebnissen. Zwei A II-Einfachbricken sind theoretisch nicht zu erwarten, 
wenn sich der Austausch auf einen Chromosomenarm beschrankt. Sie 
kénnen allerdings beim Mais auch nur ungenau erfaBt werden, da bei 
diesem Objekt schon nach der AI Zellwande angelegt werden und die 
Tochterzellpaare durch die Quetschpraparation haufig voneinander ge- 
trennt werden. 

Bei Beriicksichtigung der obengenannten Austauschvorginge sind 
im Hochstfall 25% A II-Einfachbriicken zu erwarten (vgl. Tabelle 4a), 
dazu miBten mindestens 15% Doppelbriicken in A I auftreten (wenn nur 
Dreifachaustausch erfolgt). Gefunden wurden aber etwa dreimal mehr 
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A II-Einfach- als A I-Doppelbriicken. Diese Differenz kénnte als Folge 
einer negativen Chromatideninterferenz auftreten, d.h., bei Beteiligung 
einer bestimmten Chromatide an einem Crossing-over miiBte die Wahr- 
scheinlichkeit erhéht werden, daB dieselbe Chromatide auch an einem 
zweiten Austausch beteiligt wird. Auf diese Weise miiBten Anaphase- 
konfigurationen nach 3-Strang-Doppelaustausch (d.h., ein Strang ist 
an beiden Crossing-over beteiligt) haufiger gebildet werden als aus 
4-Strang-Doppelaustausch stammende, bei denen jeder Strang nur an 
einem Austausch beteiligt ist. In diesem Fall miiBte allerdings noch 
erwartet werden, daB die Haufigkeit von 2-Strang-Doppelaustausch 
iiber der des 3-Strang-Doppelaustausches liegt. Da8B dies nicht der Fall 
ist, zeigen die 28% A I-Zellen ohne Briicken. 

Da sich dariiber hinaus auch noch andere Indizien auffinden lieBen, 
die gegen das Eintreten einer negativen Chromatideninterferenz spre- 
chen, wird von ScHwarTz (1953) versucht, die beim Mais erhaltenen 
experimentellen Daten durch das Eintreten zusitzlichen Schwester- 
chromatidenaustausches (SCA) zu erklaren. Durch die Annahme, da8 
zusitzlich zu Nichtschwesterchromatidenaustausch eine ungerade Zahl 
der postulierten Schwesterstrangaustauschvorgange auftritt, ist es még- 
lich, fiir die beim Mais erhaltenen experimentellen Daten eine Erklarung 
zu finden. In ungerader Zahl auftretende Schwesterstrangaustausch- 
vorginge, verbunden mit einfachem Nichtschwesterstrangaustausch, er- 
geben namlich ebenfalls A II-Einfachbriicken, wahrend geradzahliger, 
zusatzlich zum Nichtschwesterchromatiden-Doppelaustausch auftre- 
tender Schwesterchromatidenaustausch keine zytologischen Folgen hat 
(Abb. 13 lu. m). Bei Einfiihrung eines derartigen hypothetischen Aus- 
tauschmodus erscheint der im Material von Scuwartz auftretende Uber- 
schu8 an A II-Einfachbriicken gerechtfertigt und verstandlich. 

In Analogie zu der von Schwartz angewendeten Verfahrensweise 
wurde der Einflu8 zusatzlichen Schwesterchromatidenaustausches auf 
die Verteilungshaufigkeit der zytologischen Austauschergebnisse unter- 
sucht. In der Tabelle 4b sind die fiir A. majus berechneten theoretischen 
Werte zusammengefaBt, wobei zu den entsprechenden Nichtschwester- ' 
chromatiden-Austauschvorgiingen (NSCA) jeweils ein in bestimmter 
Lage zu den anderen (proximal, distal, zwischen den NSCA) angelegter 
Schwesterchromatidenaustausch beriicksichtigt worden ist. Treten 
mehrere SCA-Vorgiinge im Ring in gerader Anzahl auf, bleiben die 
theoretischen Werte die gleichen wie nach den entsprechenden NSCA. 
In ungerader Anzahl angelegte SCA im Ring fiihren zu denselben Ana- 
phasekonfigurationen wie nach einem SCA. SCA im stabférmigen 
Partnerchromosom ziehen keinen zytologisch faBbaren Effekt nach sich. 

Die Werte der Tabelle 4b zeigen einerseits, daB es auch durch Ein- 
fiihrung von Schwesterstrangaustausch nicht médglich ist, eine Er- 
klarung fiir den Ausfall der A I-Doppelbriicken zu finden, die in 
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Verbindung mit zwei A II-Einfachbriicken mindestens in 25% der PMZ 
in der Anaphase I auftreten miiBten. Sie geben aber andererseits dann 
die einzig mégliche Erklarung fiir das gehaufte Auftreten der A II- 
Einfachbriicken in Verbindung mit zwei A II-Einfachbriicken, A IT- 
Doppelbriicken und dem niedrigeren Prozentsatz von A II-PMZ ohne 
Briicke, wenn man annimmt, da8 zum iiberwiegenden Teil die Austausch- 
varianten ,,Einfachaustausch in einem, Doppelaustausch im anderen 
Chromosomenarm‘ und ,,Doppelaustausch in beiden Chromosomen- 
armen“ mit jeweils einem zusatzlichen SCA im Ring in einem Verhiltnis 
von 9:1 auftreten und auBerdem der gréBere Teil der A I-Doppel- 
briicken als Folge eines vorlaéufig noch unbekannten Mechanismus 
nicht realisiert oder vorzeitig eliminiert wird und an seiner Stelle A I- 
PMZ ohne Briicken entstehen. Unter diesen Voraussetzungen wurden 
die in der letzten Zeile der Tabelle 4 aufgefiihrten Werte berechnet. Sie 
setzen sich zusammen aus 90% ,,1+2-+1SCA proximal im Ring 
+10% ,,2+2-+1 SCA distal im Ring‘. Von den sich dabei ergebenden 
25% Doppelbriicken in AI wurden 23,4% den 19,4% A I-PMZ ohne 
Briicken zugeschlagen. Diese Rechnung gilt allerdings nur mit allen 
Vorbehalten, da die ibrigen Austauschvarianten mit unterschiedlichen 
Anteilen ebenfalls am Gesamtaustauschgeschehen beteiligt sein werden. 

Wahrend die von ScHwaRtz beim Mais beschriebenen Verhaltnisse 

ziemlich klar liegen, erscheint die kritiklose Ubertragung der Vorstel- 

‘lung von ScHwartTz zum Austauschmodus auf Ringchromosomen 
anderer Objekte nicht ohne weiteres gerechtfertigt zu sein. Ein Ver- 
gleich der bei A. majus experimentell ermittelten Daten mit den theo- 
retisch zu erwartenden macht dieses deutlich. Auch hier liegen zwar 
Hinweise auf den Eintritt von Schwesterchromatidenaustausch vor, 
aber selbst bei dessen Beriicksichtigung ist es noch nicht ohne weitere 
Zusatzannahmen mdglich, experimentelle und theoretische Daten in 
Ubereinstimmung zu bringen, da die Doppelbriickenfrequenz in AI 
nicht die erforderliche Héhe erreicht. Warum bei A. majus die Doppel- 
briicken zum gréBten Teil fehlen, ist ungewi8. Auszuschalten ist die 
Méglichkeit, daB sie gar nicht gebildet werden, da sich unter dieser 
Voraussetzung ebenfalls Verschiebungen in anderen Austauschklassen 
ergeben miBten. Entstehung der Doppelbriicken und ihre Umwandlung 
in andere Anaphasekonfigurationen durch weitere Austauschvorgange 
ist nicht anzunehmen, so daB vermutet werden muB, daB sie entweder 
auf Grund der zytologischen Ungunst des Objektes nicht in der tatsach- 
lichen Hohe erfaBt werden kénnen oder bei regelmaBiger Bildung vor- 
zeitig der Elimination anheimfallen. 

Die Frage, ob tiberhaupt Austauschvorgiinge zwischen Schwester- 
chromatiden eintreten, ist wiederholt diskutiert worden. Eine Anzahl 
von Autoren (WEINSTEIN 1936, SHULT und LINDEGREN 1957) stellen 
einen solchen Vorgang in Frage bzw. lehnen ihn iiberhaupt ab. Ein- 
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deutig dafiir zu sprechen scheinen die schon beschriebenen Unter- 
suchungen von ScHwaRtz (1953) am Mais und an attached-X-Chromo- 
somen von Drosophila (ScHwaRTz 1954) und die stets bei Vorliegen 
von Ringchromosomen in der Mitose auftretenden dizentrischen Ringe 
von doppelter GréBe. Das Vorkommen von zusatzlichem SCA in prak- 
tisch allen PMZ k6nnte dadurch verstandlich werden, daB im Verlauf 
der gegenitiber der mitotischen Prophase bedeutend verlangerten meioti- 
schen Prophase die Chance zu Austauschvorgingen zwischen Schwester- 
chromatiden stark erhéht ist. Auferdem sprechen fiir ein haufigeres 
Vorkommen von SCA im 6. Chromosom von A. majus die in der Mitose 
gefundenen Werte fiir doppeltgroBe Ringe, die fast 3mal so hoch liegen 
wie die von ScHwartz fiir Mais ermittelten. 

Die mit der Deutung der experimentellen Werte verbundene An- 
nahme, daB nur Einfach- in einem und Doppelaustausch im anderen 
Chromosomenarm bzw. Doppelaustausch in beiden auftritt, wiirde gut 
mit den Daten iibereinstimmen, die bei den Endbindungsauszaéhlungen 
gewonnen wurden und dafiir sprechen, daB mindestens in jedem Chromo- 
somenarm ein Chiasma angelegt wird. 


Summary 

The mitotic and meiotic behaviour of a ring-chromosome in Antir- 
rhinum majus was analysed. 26.5% mitotic anaphases showed bridges 
demonstrating the occurrence of a crossing-over-like process in meriste- 
matic cells. From pachytene studies the ring-chromosome could be 
identified as chromosome 6. 

An attempt was made to derive the details of the crossing-over 
process from the various anaphase configurations in pollen mother cells 
with a heterozygous ring-rod-bivalent. The observed frequencies could 
only be brought in approximate correspondance with theoretical values 
by postulating (i) the occurrence of sister-strand and non-sister-strand 
crossing-over in certain quantitative combinations, and (ii) an unexplained 
loss or irricognizability of most double bridges in anaphase I. 

The frequency of plants heterozygous for the ring-chromosome in 
progenies after selfing was 16.8%. The rate of chromosome mutations 
in these progenies was not increased. Chromosomal aberrations resulting 
from meiotic disturbances in the ring plants are probably lost by gonal 
elimination of unbalanced chromosome sets. 
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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN ZUR VERTEILUNG 
DURCH VERSCHIEDENE MUTAGENE INDUZIERTER BRUCHE 
UBER DEN CHROMOSOMENSATZ VON VICIA FABA L. 

Von 
R. RiEGER und A. MicHaELis 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 27. Dezember 1958) 


I. Einleitung 

Die Bedeutung von Untersuchungen zur Verteilung induzierter und 
spontaner Chromosomenaberrationen tiber das Einzelchromosom und 
den Chromosomensatz liegt darin, daB sich Hinweise auf eine strukturelle 
Verschiedenheit von Chromosomenregionen dann andeuten kénnten, 
wenn die Bruchpunktverteilung nicht zufallsgema8 ist und bestimmte 
Abschnitte haufiger am Bruchgeschehen beteiligt werden als andere. 
Der Nachteil aller dieser Untersuchungen liegt darin, daB es in keinem 
Fall méglich ist, die Verteilung der Briiche im Zeitraum ihrer Entstehung 
im Interphasekern zu verfolgen, sondern in jedem Falle zwischen Bruch- 
auslésung und Brucherfassung ein mehr oder weniger groBer Zeitraum 
verstrichen ist, in dem eine Fiille sekundarer Reaktionen eintreten kann. 
Diese Tatsache 1a8t es zu, daB von vornherein zwei verschiedene 
Standpunkte eingenommen werden kénnen. Es kann 1. von dem Postu- 
lat ausgegangen werden, da8 sich urspriinglich alle durch ionisierende 
Strahlen induzierten Briiche zufallsgema8 verteilen, wie es von der 
Treffertheorie in ihrer einfachsten Form gefordert wird, oder es wird 
2. angenommen, daB bereits bei der Induktion der Briiche nichtzufalls- 
gemaéBe Verteilungen eintreten kénnen. Die meisten Analysen gehen 
von der ersten Annahme aus (NEWcOMBE 1942; CaTcHEsIDE, LEA und 
THopay 1946) und erklaren jede Abweichung durch nichtzufallsgemaBe 
Restitution, Reunion, unterschiedliche Spiralisation oder (im Falle 
Drosophila) durch Schwierigkeiten bei der Messung der Chromosomen- 
linge auf Grund von Heterochromatin. Neuerdings diirfte die 2. Még- 
lichkeit eine starke Stiitze dadurch erhalten, daB nachgewiesenermaBen 
ein nicht unerheblicher Teil der Wirkung ionisierender Strahlen indirekt 
iiber Stoffwechselverinderungen erfolgt (JacksoN und BaRBER 1958). 
Die bisher nach Einwirkung ionisierender Strahlen vorliegenden An- 
gaben zur Verteilung der Aberrationen sind sehr uneinheitlich. Selbst 
am gleichen Objekt sind verschiedene Autoren zu unterschiedlichen 
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Ergebnissen gekommen. Viel einheitlichere Ergebnisse liegen demgegen- 
iiber im Falle der Bruchauslésung durch chemische Mutagene vor. 

Die aufgezeigten Schwierigkeiten, die in der Unmdglichkeit begriin- 
det liegen, die urspriingliche Bruchpunktverteilung mit der Erwartung 
bei zufallsgeméRem Brucheintritt zu vergleichen, lassen es angezeigt 
erscheinen, nicht nur die Aberrationsverteilung in der Metaphase nach 
dem Brucheintritt mit der Erwartung zu vergleichen, sondern dariiber 
hinaus die Wirkungen verschiedener Mutagene beziiglich der Verteilung 
der durch sie induzierten Aberrationen einander gegeniiberzustellen. 
Wenn sich auch hiermit keine direkte Aussage zur urspriinglichen Bruch- 
verteilung machen laBt, so diirfte der Vergleich indirekt doch einige 
Schliisse in dieser Richtung erméglichen, da erwartet werden darf, daB 
eine ganze Reihe méglicher, dem Brucheintritt folgender Sekundar- 
ereignisse tibereinstimmt. Aus diesem Grunde haben wir die Aberrations- 
verteilung nach der Kinwirkung von Roéntgenstrahlen und automutagenen 
Substanzen auf Interphasekerne in der Metaphase der Wurzelspitzen- 
mitose von Vicia faba L. zu erfassen versucht. Uber die Entstehung 
der Automutagene und erste Versuche, die Aberrationen nach ihrer 
Verteilung zu erfassen, wurde bereits berichtet (RIzEGER. und MIcHAELIS 
1958, MicHaELIs und RiEGER 1958). 


II. Material und Methodik 


Angaben iiber die Bruchauslésung durch Automutagene, Priparationsmethodik 
und Festlegung der Bruch- und Reunionspunkte sind bereits in den oben zitierten 
Veroffentlichungen gemacht worden. Fir die Réntgenversuche wurden Samen 
mit 2—3 cm langen Keimwurzeln in 4 Gruppen mit 100, 150, 200 und 250 r bestrahlt 
und nach 17 bzw. 24 Std in Alkohol-Eisessig fixiert. Zur Bestrahlung diente eine 
Réntgen-Tiefen-Therapieanlage (160 kV, 8 mA, 0,5 cm Cu-Filter, 36,6 cm Abstand 
vom Objekt, mittlere Strahlendosisleistung 21 r/min. ED). Aus den Feulgen- 
Quetsch-Praparaten dieser 4 Gruppen wurden mit der Zeiss-Miflex von 360 iiber- 
sichtlichen Metaphaseplatten Mikrophotogramme (4000mal) hergestellt. Eine Aus- 
lese dieser Metaphaseplatten erfolgte nur nach ihrer Qualitat, so daB angenommen 
werden kann, daB es sich bei den 360 Aufnahmen (100 mit 181 Briichen nach 100 r, 
60 mit 93 Briichen nach 150 r, 120 mit 231 Briichen nach 200 r und 90 mit 217 Brii- 
chen nach 250 r) um eine Stichprobe im statistischen Sinne handelt. Die Messungen 
erfolgten mit dem Millimetermafstab, und die absoluten Werte wurden in Relativ- 
werte (Chromosomenarm des SAT-Chromosoms bzw. langer Arm der m-Chromo- 
somen = 100) umgerechnet. Zur iibersichtlichen Darstellung wurden die Chromo- 
somenarme in 20 Segmente (0O—5,0; 5,1—10,0; 10,1—15,0 usw.) eingeteilt und die 
Briiche nach ihrem relativen Abstand vom Centromer dem entsprechenden Segment 
zugeordnet. Zur statistischen Verrechnung dienten die x*-Tafeln nach PAtTau 
(1942). 


III. Ergebnisse 
Der diploide Chromosomensatz von Vicia faba laBt sich, wie von MICHAELIS 
und Rrecer (1958) eingehend beschrieben worden ist, mit grofer Sicherheit in 
4 Chromosomengruppen zerlegen, die im folgenden als die Gruppen I (2 lange SAT- 
Chromosomen), II—III (4 m-Chromosomen, zweigeteilter und gréBter kurzer Arm), 
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IV—V (4m-Chromosomen, nichtzweigeteilter, in der GréBe reduzierter kurzer 
Arm) und VI (2m-Chromosomen mit dem kleinsten kurzen Arm) bezeichnet 
werden. Es ist damit ohne Schwierigkeiten méglich, die Verteilung der induzierten 
Aberrationen fiir alle 4 Gruppen getrennt zu erfassen und einmal die Einzelgruppen 
untereinander zu vergleichen, zum anderen die SAT-Chromosomen mit ihrer 
doppelten Lange den m-Chromosomen gegeniiberzustellen. 


1. Die Verteilung der Aberrationen 
diber die einzelnen Chromosomengruppen 

In die Auswertung einbezogen wurden die Isolocusbriiche, d. h. 
Bruchereignisse beider Chromatiden an augenscheinlich identischen 
Loci (wobei unberiicksichtigt blieb, ob die Briiche vor [Chromosomen- 
briiche] oder nach [Isochromatidenbriiche] der identischen Reproduktion 
der Strange eingetreten waren), die freien Chromatidenbriiche, die nicht 
an irgendwelchen Reunionen beteiligt waren, und die reziproken Chro- 
matidentranslokationen, fiir die jeweils zwei Chromatidenbriiche in 
Rechnung gestellt wurden. Wir folgen damit den klassischen Vorstel- 
lungen, wonach Bruch und Reunionen getrénnte Ereignisse darstellen, 
und lassen neuere -Vorstellungen zur Entstehung von Chromatiden- 
briichen und chromatidalen Reunionsprodukten in diesem Zusammen- 
hang unberiicksichtigt, da sich hieraus fiir unsere Ergebnisse keine 
besonderen Konsequenzen ergeben. Als letzte Kategorie von Aberratio- 
nen wurden die sog. ,,potentiellen Briiche“ erfaBt, die sich in Form von 
lokalen Achromasien manifestieren (vgl. RrEGER und MicHakg tis 1958). 
Nicht in die Auswertung einbezogen wurden die Deletionen und Dupli- 
kations-Deletionen sowie die Triradialen, da in diesen Fallen eine ein- 
deutige Lokalisierung der Bruchstellen nicht mdglich war. Insgesamt 
lokalisiert wurden 722 Réntgenbriiche und 758 durch Automutagene 
induzierte Briiche. 

Alle Chromosomen wurden méglichst weitgehend, d.h. in 20 gleich 
groBe Segmente, aufgegliedert, um Unterschiede auch in relativ kleinen 
Bereichen noch erfassen zu kénnen. Die Aberrationen in beiden Schen- 
keln der SAT-Chromosomen wurden getrennt erfaBt. Jeder dieser beiden 
Schenkel entspricht etwa der Lange eines der kleinen m-Chromosomen. 
Diese Unterteilung der Chromosomen in mdglichst viele Segmente ist 
insofern von groBer Bedeutung, als die Erfassung der Aberrationen gré- 
Berer Segmente durchaus dort gesicherte Unterschiede liefern kann und 
deren Bedeutung erhéht, wo die Verwendung kleiner Segmente als 
Bezugsgr68e keine signifikanten Differenzen zur Zufallsverteilung ergibt. 

In Abb. 1 ist die prozentuale Beteiligung der Segmente der Chromo- 
somengruppen (Gruppe I in 2 Haiften untereinander) an der gesamten 
erfaBten Aberrationsfrequenz nach Einwirkung des Automutagens und 
der Réntgenstrahlen in Saéulen angegeben worden. Die schwarzen Saulen 
beziehen sich auf die Aberrationen, die durch das automutagene, im 
12* 
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Vicia-Stoffwechsel bei Anaerobiose entstehende Agens ausgelést worden 
sind, die gestrichelten Saulen auf réntgeninduzierte Aberrationen. Die 
Beteiligung der Einzelsegmente wurde fiir beide Mutagene mit der Er- 
wartung bei zufallsgemaBer Beteiligung der Segmente verglichen. 
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B Avtomtagen DAéntyenstrahlen 
Abb. 1. Prozentuale Beteiligung der Segmente der Chromosomengruppen (GruppelI in 
2 Halften untereinander) an der gesamten erfaBten Aberrationsfrequenz nach Einwirkung 
des Automutagens (schwarze Siulen) und der Réntgenstrahlen (schraffierte Siulen). Die 
Prozentangaben rechts beziehen sich auf die Beteiligung der Chromosomengruppen am 
Gesamtbruchgeschehen 


Fir die durch die automutagene Substanz induzierten Aberrationen 
ist die praferentielle Beteiligung bestimmter Segmente von vornherein 
offenbar. Es handelt sich im Falle des SAT-Chromosoms besonders um 
die wahrscheinlich heterochromatischen Segmente 18 und 19 im SAT- 
Arm und das ebenfalls als heterochromatisch anzusehende Segment 2. 
Fir die 3 Gruppen der m-Chromosomen ist die vorzugsweise Beteiligung 
der Mittelsegmente 7—10 am Gesamtaberrationsprozentsatz offensicht- 
lich. Auch dieser Chromosomenbereich soll heterochromatisch sein. 
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Im Gegensatz zu den durch die automutagene, chemisch noch nicht 
identifizierte Substanz ausgelésten Aberrationen, verteilen sich die durch 
Réntgenstrahlen induzierten Aberrationen sehr viel gleichmaBiger ohne 
besonders deutliche, den Bereich der zufalligen Fluktuation iiberschrei- 
tende Maxima. Eine klar zufallsgemaiBe Verteilung der Briiche iiber 
die Chromosomengruppen lieB sich aber auch hier, abgesehen von den 
beiden Armen der SAT-Chromosomen, nicht nachweisen. Wahrend sich 
die Briiche im SAT-Chromosom zufallsgema8 iiber die gesamte Lange 
verteilten, fallt bei den 3 Gruppen der m-Chromosomen das Aberrations- 
defizit am Ende der Chromosomen auf. Fiir die Chromosomengruppen 
IV—V und VI tritt zudem noch ein statistisch gesichertes Maximum fiir 
Segment 8 auf. 

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung der Daten (2x?-Test) 
sind in der Tabelle fiir die einzelnen Segmente zusammengefaBt darge- 
stellt worden. Die Reihe A bezieht sich auf den Vergleich der Ab- 
errationsbeteiligung des Einzelsegmentes nach Einwirkung des auto- 
mutagenen Agens mit der Erwartung bei zufallsgemaéBer Segment- 
beteiligung, Reihe X gibt die Ergebnisse des entsprechenden Vergleiches 
fiir die Réntgeneinwirkung an (es bedeuten: 0=keine gesicherte Ab- 
weichung gegeniiber der Zufallsverteilung [P> 0,01], — = Defizit gegen- 
tiber der Erwartung [P< 0,01], += Uberschu8 gegeniiber der Erwar- 
tung [P< 0,01]). In der letzten Reihe (XA) sind die Ergebnisse des 
statistischen Vergleiches der Segmentbeteiligung am Bruchgeschehen 
nach Einwirkung beider Mutagene aufgefiihrt (es bedeuten: 0=die 
Segmentbeteiligung am Bruchgeschehen ist nach Einwirkung beider 
Agenzien gleich stark [P> 0,01], — bzw. + = weniger bzw. mehr durch 
Automutagene ausgeléste Briiche im betreffenden Segment als Réntgen- 
briiche). Die P-Werte fiir die Verteilung der Gesamtbriiche der beiden 
SAT-Arme und der 3 Gruppen der m-Chromosomen sind jeweils am 
Ende der A- und X-Reihe aufgefiihrt. 

Das fiir die Automutagene charakteristische Maximum der Bruch- 
frequenz rechts und links vom Centromer der SAT-Chromosomen und 
in der Mitte der langen Schenkel der m-Chromosomen ist sowohl bei 
Prifung gegen die Zufallsverteilung als auch im Falle des Vergleiches 
der Wirkung beider Mutagene klar gesichert. Eine Sicherung im Aus- 
ma der Endsegmentbeteiligung der m-Chromosomen am -.Bruchgesche- 
hen nach Einwirkung beider Agenzien ist nicht méglich. Die Bruch- 
frequenz pro Segment sinkt aber tibereinstimmend in beiden Fallen 
gegen die Chromosomenenden deutlich ab, wobei im Vergleich mit der 
Erwartung bei Zufallsverteilung (Reihen A und X) der Abfall nach 
Einwirkung des Automutagens relativ sehr viel schneller erfolgt. 

Im Falle der Réntgenbriiche kénnte sich als Einwand erheben, 
daB es relativ schwierig ist, Briiche zu erfassen, die sehr dicht an den 
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Tabelle. Ergebnisse der statistischen Auswertung der Bruchfrequenz nach Einwirkung von Automutagenen und Réntgenstrahlen 
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Chromosomenenden eingetreten sind, da die Fragmente einmal sehr 
klein sind und zum anderen nicht eindeutig zu bestimmen ist, zu wel- 
chem Chromosom das Fragment gehért, wenn keine Schwesterreunion 
der Bruchflaichen erfolgt ist, da es innerhalb eines Kernes doch recht 
erhebliche, durch Spiralisationsunterschiede bedingte Langendifferenzen 
der Chromosomen geben kann. Der Abfall der Réntgenbruchfrequenz, 
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Abb. 2. Oberhalb der Nullinie prozentuale Segmentbeteiligung (5 Segmente) an der Gesamt- 

frequenz von Isolocusbriichen (B’’), freien Chromatidenbriichen (B’), potentiellen Briichen 

(pB’’) und an Translokationen beteiligten Chromatidenbriichen (7’) pro Chromosomen- 

gruppe nach Réntgenbestrahlung. Unterhalb der Nullinie die in gleicher Weise »erechneten 
Werte (104 Briiche) von Forp (1948) 


der sich statistisch gesichert nur auf das letzte bzw. die beiden letzten 
Segmente der m-Chromosomen bezieht, kénnte somit nur vorgetéuscht 
sein. Um diesen Einwand nach Méglichkeit zu entkraften, ist in Abb. 2 
die Verteilung der an Translokationen beteiligten Chromatidenbriiche 
liber die Gruppen durch eine gepunktete Linie angegeben worden, da 
sich die oben angedeutete Schwierigkeit in der Erfassung der Briiche 
in den Endsegmenten fiir die Translokationen nicht ergibt. Es zeigt 
sich dabei, daB sich fiir die an Chromatidentranslokationen beteiligten 
Roéntgenbriiche eine gleiche Verteilung wie fiir die erfaBte Gesamt- 
bruchzahl ergibt und ein Abfall in der Réntgenbruchfrequenz an den 
Enden der Chromosomengruppen nicht nur vorgetauscht ist. 

Kine ahnliche Analyse wie die von uns fiir die Bruchverteilung nach 
Réntgenbestrahlung vorgenommene wurde von Forp (1948) (s. auch 
Gray 1951) bei Vicia faba fir die Bruchverteilung nach y-Bestrahlung 
durchgefiihrt. Auch Forp teilt die m-Chromosomen nach der Lange 
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der kleinen Arme in 3 Gruppen ein, verwendet aber eine andere Segment- 
groBe. Um einen Vergleich mit seinen Daten zu ermoéglichen, haben wir 
in Abb. 2 nur 5 Segmente pro SAT-Arm und m-Chromosomengruppe 
hinsichtlich der Bruchfrequenz unterschieden. Die Bruchfrequenz 
wurde pro Segment in Prozent von der Gesamtbruchzahl pro Chromo- 
somengruppe angegeben und Forps Werte entsprechend umgerechnet. 
Im Vergleich mit den von Forp an 104 Briichen gewonnenen Ergeb- 
nissen fallt die weitgehende Ubereinstimmung auf. Auch in Forps 
Ergebnissen deutet sich der Abfall der Bruchfrequenz gegen die Enden 
der Chromosomen nach y-Bestrahlung zumindest am SAT-Chromosom 
und an Gruppe VI an. Das unterschiedliche Verhalten der Gruppen 
JI—III und IV—V mag durch die relativ kleine Zahl der erfaBten Briiche 
bedingt sein. Rontgen- und y-Strahlen dirften sich demnach erwartungs- 
gem4B beziiglich der Bruchverteilung iiber die Segmente der SAT- 
Arme und m-Chromosomengruppen nicht unterscheiden, wahrend sich 
signifikante Unterschiede in der Segmentbeteiligung am Bruchgeschehen 
nach Einwirkung von Rontgenstrahlen und der automutagenen Sub- 
stanz in unserem Falle ergeben. Das gleiche stellte Forp (1948) fiir die 
Wirkung von y-Strahlen und Stickstofflost fest. 


2. Die Beteiligung der SAT'- und m-Chromosomen 
an den rénigeninduzierten Briichen 

Das Langenverhaltnis SAT- zu m-Chromosomen betragt bei Vicia faba 
etwa 2:5, d.h., bei ungefahr iibereinstimmender Lange aller m-Chromo- 
somen weist das SAT-Chromosom die doppelte Lange auf. Verteilten 
sich die Briiche den Langenverhaltnissen folgend tiber das Genom, ware 
entsprechend ein Bruchverhaltnis SAT:m wie 2:5 zu erwarten. Beziig- 
lich unserer 722 in der Verteilung iiber die Chromosomengruppen er- 
faBten Briiche war es unméglich, mit dieser Erwartung iibereinstimmende 
Relationen SAT:m zu erlangen. Das Bruchverhaltnis lag in unserem 
Falle bei 1,2:5,0, d.h., das SAT-Chromosom war bei Zugrundelegung 
seiner doppelten Lange nur etwas mehr als halb so haufig am Bruch- 
geschehen beteiligt wie die m-Chromosomen. 

Dieses fiir uns unerwartete Ergebnis, das in gleicher Weise fiir die 
an Translokationen beteiligten Chromatidenbriiche (1,0:5,0) gilt, gab 
Veranlassung zu einer nochmaligen Uberpriifung. Zu diesem Zweck 
wurden noch einmal 1035 Briiche erfaBt, von denen 475 nach Bestrah- 
lungen mit 50r und 560 nach Bestrahlungen mit 100r entstanden. In 
Ubereinstimmung mit unserer ersten Relation wurde fiir die Gesamt- 
bruchzahl ein SAT: m-Verhaltnis von 1,44:5,0 ermittelt (50 r= 1,33:5,0; 
100 r= 1,54:5,0). Im Gegensatz zu unserer ersten Auswertung wurden 
bei der Uberpriifung die Duplikations-Deletionen, Deletionen und Tri- 
radiale miterfaBt. Es scheint uns damit keinerlei Veranlassung zu 
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bestehen, unseren ersten Ermittlungen den Charakter einer echten 
Stichprobe versagen zu miissen. Diesem theoretisch fiir uns vollig 
unerwarteten Befund stehen Angaben fiir das gleiche Objekt von 
DEUFEL (1951; Rontgendosis 150 r) und Reve ty (1953; Réntgendosen 
50 und 100 r) gegeniiber. Das Bruchverhaltnis SAT:m wird dabei von 
DEUFEL mit 2,1:5,0 und von REVELL mit 2,7:5,0 bzw. 2,07:5,0 ange- 
geben. 

Von insgesamt 116 in 6 Segmenten des SAT-Chromosoms lokalisier- 
ten Briichen entfielen nach DEUFEL 16,37% auf die Primar- und 46,5 % 
auf die Sekundareinschniirung, womit sich eine véllig von der Erwartung 
bei zufallsgemaBem Brucheintritt abweichende Bruchbeteiligung der Seg- 
mente des SAT-Chromosoms mit starken Maxima in den Einschnii- 
rungen ergibt. In unseren Auswertungen entfielen von insgesamt 137 
in 40 Segmenten des SAT-Chromosoms lokalisierten Briichen 4,38% 
auf die Primar- und 5,10% auf die Sekundareinschniirung, wobei sich 
keinerlei Unterschiede zur Zufallsverteilung (s. Tabelle) ergaben. Die 
Prozent-Differenz fiir die Ergebnisse von DrurEL und unsere eigenen 
betragt fiir die Primaéreinschnirung 11,99% und fiir die Sekundar- 
einschniirung 41,4%. Legt man unsere Bruchpunktlokalisation als rich- 
tig zu Grunde und macht von Drurets Werten entsprechende Abziige, 
so ergibt sich ein Bruchverhaltnis SAT:m wie 1,13:5, d.h. praktisch 
das gleiche Ergebnis, das auch wir erhalten. Die Unterschiede resultieren 
also nur aus der Zahl der erfaBten EKinschniirungsbriiche. 

Um méglichst alle Unsicherheiten auszuschlieBen, haben wir noch 
einmal 150 Briiche im SAT-Chromosom erfaBt. Von diesen entfielen 
6,7% auf die Primar- und 6,0% auf die Sekundareinschniirung, der Rest 
verteilte sich ohne Maxima iiber das Chromosom. Als Bruch in der 
Sekundareinschniirung wurden im letzten Fall alle Ereignisse gewertet, 
die den Abstand Satellit—Restchromosom auf mindestens die 3fache 
Lange des Satelliten vergréBerten. Wir méchten aus unserem Material, 
bei dem jede einzelne Zelle photographiert vorliegt, schlieBen, daB unsere 
Werte den tatsachlichen Verhaltnissen naher kommen und keine Maxima 
des Brucheintrittes in den Einschniirungen der SAT-Chromosomen von 
Vicia faba eintreten. Das wiirde bedeuten, daB die SAT- und m-Chromo- 
somen nicht ihrer jeweiligen Linge entsprechend am Bruchgeschehen 
beteiligt werden. Die gleiche Feststellung ergab sich fiir die durch 
Automutagene induzierten Briiche (RrEGER und MicHae.is 1958). Statt 
einer langenproportionalen Bruchbeteiligung des SAT-Chromosoms war 
dieses in beiden Fallen nur etwa halb so oft am Bruchgeschehen beteiligt, 
als nach seiner Lange zu erwarten ist. 

Die Diskrepanz unserer und REVELLs Werte ist uns vorléufig noch 
vollig unerklarlich, kénnte aber bei relativ groBer Schwankung zwischen 
den Praparaten auf die zu kleine, erfaBte Bruchzahl zuriickzufiihren 
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sein. Hinzu kommt, daB bei der Erfassung der Briiche in den Ein- 
schnirungen der SAT-Chromosomen zweifellos subjektive Momente 
hinzukommen, da zumindest die Sekundareinschniirung stark gedehnt 
und méglicherweise auch im Verlauf der Préparation, besonders nach 
Farbung mit Karmin-Essigsaure, artifiziell gebrochen werden kann. 
Der Unterschied in der Bruchbeteiligung ist nur fiir den Vergleich 
der SAT- und m-Chromosomen giiltig. Sowohl nach Einwirkung auto- 
mutagener Agenzien als auch nach Réontgenbestrahlung waren die 
3 Gruppen der m-Chromosomen bei Beriicksichtigung der Tatsache, daB 
die Gruppen II—III und IV—V aus je 4 Chromosomen bestehen, etwa 


gleichmaBig an der Gesamtbruchzahl beteiligt. Der Vergleich der Bruch- 


frequenz in den Gruppen — :VI und a : VI brachte mit 1:0,98 


und 1:1,14 praktisch iibereinstimmende Werte. Das Bruchverhaltnis 


sat: =F sav: und SAT: VI lag bei 1:0,91, 1:0,78 und 1:0,89. 


Daraus dirfte klar hervorgehen, da8 auBer einer Ubereinstimmung der 

S Cc : Bruchbeteiligung der 
3 m-Chromosomengrup- 
pen untereinander eine 
gleiche —_ Ubereinstim- 


SS SZ 
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TNE NN mung bei Vergleich der 
Ltn \ m- Chromosomengrup- 


Abb. 3. Die Verteilung von 6 SAT-SAT-, 20SAT-m- pen mit dem SAT-Chro- 
und 34 m-m-Translekationen nach Réntgenbestrahlung mosom vorliegt. 

AuBer der Diskrepanz dieser Befunde mit den von DEuUFEL (1951) 
angegebenen Verhaltnissen ergeben sich Unstimmigkeiten zu Angaben 
von Forp (1948) fiir 403 durch y-Strahlen bei Vicia faba induzierte 
Briiche. Forp gibt dabei ein SAT:m-Verhaltnis von 1,7:5,0 an, findet 
aber (GRay 1951) im Gegensatz zu Devurex und in Ubereinstimmung 
mit uns keine Bruchmaxima in den Einschniirungen. An sich sollte 
man nach Einwirkung von Réntgen- und y-Strahlen keine grundsatz- 
lichen Unterschiede erwarten, so da uns diese Diskrepanz vorlaufig 
noun unerklarlich ist und iiberpriift werden muB. 

AbschlieBend mag noch auf einen in Abb. 3 veranschaulichten Unter- 
schied zwischen der Verteilung durch Automutagene (MicHAELIS und 
RrgeGER 1958) und Réntgenstrahlen induzierter Chromatidentransloka- 
tionen hingewiesen werden. Fiir die Automutagene hatte sich ergeben, 
daB die meisten Translokationsbriiche an homologen Orten und dabei 
bevorzugt in den Mittelsegmenten der langen Arme der m-Chromoso.nen 
lokalisiert waren. Wahrend die Beteiligung bevorzugt homologer Orte 
an den zu Translokationen fiihrenden Reunionen mit Einschrankung 
(Ausnahme besonders SAT-SAT- und SAT-m-Translokationen) auch 
fiir die réntgeninduzierten Translokationen noch gilt, ist die charakteri- 
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stische Haufung in den Mittelsegmenten fiir die an Translokationen 
beteiligten Réntgenbriiche nicht gegeben. Stattdessen verteilen sich 
die Translokationen ziemlich gleichmaBig tiber die gesamte Chromosomen- 
lange. Gleiche Beobachtungen nach Einwirkung von Diepoxyden und 
Rontgenstrahlen machte REVELL (1953) fiir die SAT-SAT-Transloka- 
tionen. 

IV. Diskussion 

Es wurde bereits in der Einleitung darauf hingewiesen, daB beziig- 
lich der Verteilung réntgeninduzierter Briiche iiber die Chromosomen 
stark unterschiedliche Ergebnisse vorliegen, wihrend die Befunde zur 
Verteilung durch chemische Mutagene induzierter Briiche sehr viel 
einheitlicher sind. Im letzten Falle sind es besonders die heterochromati- 
schen Abschnitte, die bevorzugt an den Aberrationen beteiligt sind, ohne 
daB aber die Aberrationen auf diese beschrinkt werden (vgl. REVELL 

1953, McLetsH 1953, MicHaELIs und RiEGER 1958). 

Beziiglich der Verteilung von Réntgenbriichen liegen sowohl Angaben 
iiber rein zufallsgemaBe als auch praferentielle Bruchpunktverteilung 
vor. Eine Reihe von Autoren gibt fiir das Heterochromatin, andere fiir 
das Euchromatin héhere Bruchempfindlichkeit an. Im Extrem wird 
das DNS-beladene Heterochromatin als véllig bruchresistent bezeichnet 
(DARLINGTON und La Cour 1945 bei Trillium, Dartineton und McLrEIsH 
1951). Nicht nur bei verschiedenen Objekten, sondern auch am gleichen 
Objekt wurden vdllig unterschiedliche Befunde zur Aberrationsvertei- 
lung gemacht. Es ist unméglich, an dieser Stelle naher auf die einzelnen 
Arbeiten einzugehen. Ubersichten finden sich bei GortscHALK (1951), 
KavuFMANN (1954), Gries (1954) und Swanson (1957). 

In fast allen Fallen ergibt sich als Einwand, da8 nicht die urspriing- 
liche, sondern stets eine méglicherweise durch sekundaére Faktoren 
(differentielle Restitution, Reunion, differentielle Spiralisierung usw.) 
veranderte Bruchverteilung erfaBt wird. Die Méglichkeit dieses Ein- 
wandes in Verbindung mit treffertheoretischen Anschauungen fiihrt in 
vielen Fallen dazu, eine zufallsgemaBe Ursprungsverteilung der induzier- 
ten Briiche auch dort fiir wahrscheinlich zu halten, wo zum Unter- 
suchungszeitpunkt deutliche Abweichungen auftreten. Das mag zweifel- 
los in einer Reihe von Fallen berechtigt sein (z. B. bei T'radescantia 
nach Sax 1940; Sax und MatueEr 1939; Swanson 1942), darf aber wohl 
nicht ohne weiteres verallgemeinert werden, wenn bedacht wird, dab 
ein Teil der Strahlenwirkungen indirekt erfolgt. 

Es erscheint uns, als waren am ehesten Schliisse auf die urspriingliche 
Bruchpunktverteilung zu ziehen, wenn unter moglichst gleichwertigen 
Bedingungen die Verteilungen durch verschiedene Mutagene induzierter 
Briiche verglichen werden. Wir haben das in der vorliegenden Arbeit 
versucht und sind der Ansicht, daB die unterschiedliche Segmentbeteili- 
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gung am Bruchgeschehen wohl nicht allein durch sekundare Einfliisse 
vorgetauscht werden kann. Es ist unwahrscheinlich, daB sich nach Ein- 
wirkung physikalischer und chemischer Agenzien jene mdglicherweise 
die urspriingliche Bruchverteilung beeinflussenden Faktoren so grund- 
sitzlich verschieden verhalten, wie sich in unserem Falle anzeigen wiirde. 
Diese Ansicht diirfte noch dadurch gestiitzt werden, daB sich fast alle 
griindlich auf die Verteilung der durch sie induzierten Briiche unter- 
suchten chemischen Agenzien einheitlich verhalten. In unserem Falle 
sollten sich in der erfaBten Aberrationsverteilung héchstwahrscheinlich 
echte Unterschiede in der urspriinglichen Bruchverteilung nach Einwir- 
kung der von uns getesteten Mutagene anzeigen. 

Was den Vergleich der Verteilung der Rontgenbriiche mit der 
Zufallsverteilung angeht, so ergeben sich nach unseren Untersuchungen 
fiir die SAT-Chromosomen von Vicia faba keine Unterschiede, wahrend 
sich fiir 2 Gruppen der m-Chromosomen ein gesichertes kleines Mittel- 
maximum im langen Arm und fiir alle 3 Defizite gegeniiber der Erwar- 
tung fiir 1—2 Endsegmente anzeigten. Diese Abweichungen gegenitiber 
der Zufallsverteilung sind zwar signifikant, aber verglichen mit den 
Abweichungen nach Einwirkung des automutagenen Agens relativ 
unbedeutend. Die Réntgenbriiche verteilen sich damit in Uberein- 
stimmung mit Daten von Forp (1948) nach y-Bestrahlung ziemlich 
gleichmaBig tiber die Chromosomengruppen, ohne aber vollig zufalls- 
gemaB verteilt aufzutreten. Hier kénnten sekundare Faktoren Einflu8 
genommen haben, und das Defizit am Ende der 3 m-Chromosomengrup- 
pen kénnte auf deren Wirkung zuriickzufihren sein. 

Wenn die zuletzt fiir die Verteilung der Rontgenbriiche besprochenen 
Abweichungen von der Zufallsverteilung auch nicht allzu ernst gnommen 
werden brauchen, so ergeben sich doch Komplikationen beim Ver- 
gleich der Bruchverteilung zwischen den SAT- und den halb so langen 
m-Chromosomen. Entgegen unseren Erwartungen und entsprechenden 
Befunden'von DEUFEL und von REVELL fiir Réntgen- und von Forp 
fiir y-Strahlen ergab sich kein 2:5-, sondern ein 1,2:5,0- bzw. 1,44:5,0- 
Verhaltnis auf die SAT- und m-Chromosomen entfallender Briiche. 
Die abweichenden Angaben von DEUFEL resultierten aus einer iiber- 
hdhten Bruchfrequenz in den .Einschniirungen des SAT-Chromosoms, 
die von uns nicht bestatigt werden konnte. Die Bruchverteilung 
SAT:m nach y-Bestrahlung, die ein 1,7:5,0-Verhaltnis brachte, wollen 
wir versuchen zu reproduzieren. 

Nach dem gegenwartigen Stand der Dinge sind wir geneigt, eine 
unterschiedliche Bruchsensibilitat der SAT- und m-Chromosomen anzu- 
nehmen. Auf treffertheoretischer Grundlage ist diese kaum zu erklaren, 
woh] aber dann, wenn zumindest ein Teil der Bestrahlungswirkung indi- 
rekt erfolgt. Dieser indirekte Anteil der Rontgenwirkung bei der Bruch- 
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auslésung dirfte dann auch fiir die Abweichungen der Bruchverteilung 
von der Zufallsverteilung im Falle der m-Chromosomen verantwortlich 
sein und wiirde eine Parallele bei der Auslésung von Chromosomen- 
aberrationen durch chemische Mutagene finden. Dabei werden im 
iibrigen die SAT- und m-Chromosomen wohl immer unterschiedlich am 
Bruchgeschehen -beteiligt (vgl. RrzcER und MicHAELIs 1958). 

Wir sind uns im Falle der Réntgenstrahlen dariiber im klaren, daB 
fiir eine ganze Reihe von Objekten eine langenproportionale Beteiligung 
der Chromosomen am Bruchgeschehen angegeben worden ist und haben 
selbst in unserem Falle urspriinglich mit einer solchen Verteilung nach 
Roéntgenbestrahlung gerechnet. Wir halten aber unsere Ergebnisse 
nach nochmaliger kritischer Uberpriifung fiir stichhaltig. Das SAT- 
Chromosom miBte somit strukturell etwas anders gebaut sein als die 
m-Chromosomen, ohne daf iiber die Art dieses Unterschiedes gegen- 
wartig weitere Spekulationen gerechtfertigt erschienen. Heterochroma- 
tin und Euchromatin waren nach unseren Untersuchungen etwa in 
gleicher Weise bei einer geringen Bevorzugung des ersten im Falle der 
m-Chromosomen an der réntgeninduzierten Bruchfrequenz beteiligt, 
so daB in dieser Richtung kaum weitere Aufschliisse zu erhalten sind. 
Hingewiesen werden sollte in diesem Zusammenhang vielleicht noch 
auf eine Arbeit von BakER (1949) bei Drosophila virilis, wo das Y-Chro- 
mosom nach Rontgenbestrahlung nur halb so haufig an Translokationen 
beteiligt war wie die gleich groBen Autosomen. In der gleichen Richtung 
liegen Untersuchungen von MULLER und GERSHENSON (1935), MULLER, 
RaFFEL, GERSHENSON und PROKOFYEVA-BELGOVSKAYA (1937) und 
MULLER (1945), wonach die Briiche im X-Chromosom von Drosophila 
melanogaster nicht zufallsgema8 verteilt waren und die Ubereinstimmung 
von Chromosomenlange und Bruchfrequenz als reine Koinzidenz ange- 
sehen wird. Diese Schliisse basieren im wesentlichen auf genetischen 
Analysen des X-Chromosoms. 

AbschlieBend mége noch auf einen bedeutungsvollen Unterschied 
in der Verteilung durch Réntgenstrahlen und chemische Mutagene 
induzierter Translokationen hingewiesen werden, weil sich dabei ein 
in beiden Fallen grundsatzlich unterschiedlicher Mechanismus andeuten 
kénnte. Nach Réntgenbestrahlung verteilten sich die Translokationen 
relativ gleichmaBig iiber die Chromosomen, wahrend nach Einwirkung 
von chemischen Mutagenen eine starke Haufung in den heterochromati- 
schen Segmenten erfolgte, so daB geschlossen wurde, Fusionen im 
Heterochromatin begiinstigten den Austausch zwischen den Chromosomen 
erheblich (REVELL 1953, MicHaELIs und RiecER 1958). Traten diese 
Fusionen tatsachlich ein und begiinstigten den reziproken Chromatiden- 
austausch, waren fiir Réntgenstrahlen ahnliche Maxima zu erwarten. 
Diese fehlen ganz eindeutig. Da es kaum gerechtfertigt erscheint, fiir 
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Réntgenstrahlen und chemische Agenzien grundsatzlich verschiedene 
Translokationsmodi zu fordern, scheinen die Translokationsmaxima 
nach Einwirkung chemischer Mutagene nur durch eine echte Steigerung 
der Bruchfrequenz in den wahrscheinlich heterochromatischen Ab- 
schnitten bedingt zu sein. Fir das Eintreten von Kontakten im Inter- 
phasekern zwischen den Chromosomen spricht aber auch im Falle der 
Réntgenstrahlen die Tatsache, daB in der Mehrzahl] der Faille (vor allem 
auch bei den m-Chromosomen) an identischen Orten der chromosomalen 
Langsstruktur befindliche Stellen an den zu Translokationen fiihrenden 
Reunionen beteiligt sind. In dieser Richtung lassen sich gegenwartig 
noch keine fundierten Aussagen machen, und es kam hier nur darauf 
an, den grundsatzlichen Unterschied in dieser Hinsicht zwischen den 
beiden Mutagengruppen und seine méglichen Konsequenzen anzu- 
deuten. 

Unsere Untersuchungen konnten im Hinblick auf die Verteilung 
rontgeninduzierter Briiche tiber die Chromosomen keine absolute Kla- 
rung bringen und haben dariiber hinaus, besonders was die Bruchrela- 
tion SAT:m anbelangt, zu den bereits vorliegenden recht widerspruchs- 
vollen Resultaten ein neues hinzugefiigt. Es mu8 zukiinftigen Arbeiten 
iiberlassen werden, weitere Befunde zur Langenproportionalitét der 
Bruchfrequenz beizusteuern, um dieses Problem zu lésen. Unsere 
Ergebnisse scheinen dafiir zu sprechen, daBS der indirekten Wirkung 
ionisierender Strahlen eine erhebliche Bedeutung zukommt, da sich die 
unterschiedliche Beteiligung der SAT- und m-Chromosomen anders wohl 
kaum deuten lassen diirfte. 


Summary 


1. The distribution of X-ray and chemically induced breaks over 
the 4 groups of morphologically distinguishable chromosomes of Vicia 
faba (2n=12) was compared. X-ray induced breaks were distributed 
nearly at random with statistically significant minima at the ends and 
smal] maxima in the middle of the long arms of the small chromosomes, 
whereas there was a random break-distribution in the large SAT- 
chromosome. Concerning the distribution of breaks induced by an 
automutagenic, as yet chemically unidentified substance produced by 
anaerobiosis during soaking of seeds, there were statistically significant 
maxima in the middle of the long arms of the m-chromosomes and on 
both sides of the centromere of the SAT-chromosome when the breaks 
induced by the two mutagenic agents were compared. 

2. The theoretical expectation of break-distribution between SAT- 
and m-chromosomes according to their length is approximately 2:5. 
We could not verify this relation for X-ray induced breaks, finding propor- 
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tions of 1,2:5,0 and 1,44:5,0 respectively. We therefore feel inclined to 
emphasize an important role of indirect action in case of X-rays. Possibly 
SAT- and m-chromosomes differ in structure and therefore react in 
different ways with the X-ray induced modified products of the chemical 
cell constituents. 


3. Chromatid translocations induced by the automutagenic substance 
were more abundant in special regions. This crowding-effect did not 
appear after X-raying. 
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CYTOLOGICAL STUDIES OF INDIAN CHILOPODS 


I. THE CHROMOSOMES OF SOME SPECIES OF SCOLOPENDRIDAE 
(MYRIAPODA: CHILOPODA) 
By 2 
C. R. Purranna 
With 5 Figures in the Text 


(Eingegangen am 24. Dezember 1958) 


The Chilopoda have received scant attention from cytologists. OGawa 
(1953) reviewing the earlier accounts of the chromosomes of Myriapoda 
(BLACKMANN 1903, 1905, 1907, 1910; Mepxrs 1905; OxrTTINGER 1908; 
Bovin 1920, 1922, 1925) observes, ‘‘No accurate and clear-cut evidence 
has been presented for the morphology of chromosomes and the sex 
chromosome mechanism in any of these earlier investigations’. Ma- 
Kino and Nityama (1942) and Ocawa (1950, 1951, 1952a, b, 1954, 1955, 
1957) have more recently made some contributions to the chromosomes 
of this group but many Indian species have not been studied. It was with 
a view to filling the gap in our knowledge of the chromosomes of M yria- 
poda that this study was undertaken. 


Material and methods 


The present study deals the chromosomes and meiotic phenomena in the males 
of five species belonging to three genera of the family Scolopendridae: viz., (a) Scolo- 
pendra morsitans (L.), (b) Rhysida lithobioides (NEWPORT), (c) Rhysida nuda (NEw- 
PORT), (d) Rhysida sp., (e) Ethmostigmus sp. The animals were mostly collected 
in the vicinity of Bangalore (S. India), the specimens of Hthmostigmus in Hassan 
(about 150 miles from Bangalore). The testes were fixed in Allen’s modified 
Bouin’s fluid, Sanfelice’s fluid and acetic-aleohol. Sections were cut at thicknesses 
varying from 6 to 25y and stained in iron-haematoxylin. Feulgen squashes were 
made of material fixed in acetic-alcohol and counter-stained with light-green. 


Observations 
: In all the species studied the male reproductive system reveals one basic 
pattern. The testes are in the form of ten pairs of spindle-shaped bodies which are 
connected to the main vas deferens by vasa efferentia at both ends. A character- 
istic feature of testis in Scolopendridae is the presence of fibrous material in which 
the germ cells are found. This is the first record of fibrous material in chilopod 
testis. 

The primary spermatocytes are of two types. They are designated 
as A-type (bigger spermatocytes with more cytoplasm) and B-type 
(smaller spermatocytes with less cytoplasm). Meiosis, however, is 
similar in both. 
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Scolopendra morsitans (L.). Spermatogonial metaphases show 24 chro- 
mosomes (Fig. 1a). All the chromosomes appear as highly condensed 
spherical bodies. At this stage the sex-chromosomes are not distinguish- 
able from autosomes. gute 

The onset of meiotic prophase is marked by the appearance of the 
sex-chromosomes as positively heteropycnotic bodies. Some autosomes 
also show heteropycnotic ends. When the first meiotic spindle is formed, 
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Fig. la—e'. Scolopendra morsiians. a Spermatogonial metaphase, 2n = 24. The chromo- 
somes are spherical and highly condensed. b Metaphase I showing 12 bivalents. The X and 
Y show precocious segregation (aceto-carmine). c Anaphase I. X and Y segregate in the 
first division. d Anaphase II. X shows lagging. e Anaphase II. Y also shows lagging 


the diakinetic nucleus is found at the equatorial region of the spindle. 
Later, the nuclear membrane is stretched toward the poles, with the 
result that the nucleus assumes a spindle-form. Finally the nuclear 
membrane ruptures at the equatorial region due to tension possibly 
produced by the stretching of the nuclear membrane. The poles appear 
to control the stretching and rupture of the nuclear membrane. 

In metaphase I, 12 bivalents are seen (Fig. 1b), of which one is the 
sex-bivalent (XY). Anaphase I (Fig. 1c) separates X from Y which 
precede in the movement to the opposite poles. By mid-anaphase the 
autosomes catch up with the sex-chromosomes. 

The interphase is of short duration. In the second division the sex 
chromosomes show lagging (Fig. 1d, e). 

Rhysida lithobioides (NEwPoRT). The diploid chromosome number as 
seen in gonial metaphases (Fig. 2a) is 18 (one pair of long chromosomes 
and 8 paires of short rods). The sex-chromosomes are not distinguishable 
at this stage. During meiotic prophase the sex-chromosomes become 


1 All figures drawn at 3200 and reproduced at x 2400. 
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noticeable as heteropyenotic bodies. Metaphase I (Fig.2b) shows 
9 bivalents, of which one is the sex-bivalent (XY). In anaphase I, the 
X and Y behave as in Scolopendra morsitans. 
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Fig. 2a and b. Rhysida lithobioides. a Spermatogonial metaphase, 2n = 18. Two autosomes 
are longer than the rest. b Metaphase I showing 9 bivalents. X and Y show precocious 
segregation 


There is a distinct interphase. The sex-chromosomes do not reveal 
any differential behaviour from the autosomes in the second division. 





Fig. 3a and b. Rhysida nuda. a-Spermatogonial metaphase, 2n = 18. Two autosomes are 
longer than the rest. b Metaphase I showing 9 bivalents. X and Y show precocious 
segregation 


Rhysida nuda (Newrort). The chromosome number in gonial 


metaphases (Fig. 3a) is 18 (one pair of long chromosomes and 8 pairs 
of short rods). Metaphase I shows 9 bivalents (Fig. 3b), of which one 
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Fig. 4a and b. Rhysida sp. a Spermatogonial metaphase, 2n = 16. Two autosomes are 
longer than the rest. b Metaphase I showing 8 bivalents. X and Y show precocious 
segregation 


is the sex-bivalent (XY). Autosomes and sex-chromosomes segregate 
in the first division. The course of meiosis is similar to Rhysida litho- 
bioides. 


Chromosoma (Berl.) , Bd. 10 13a 





182 C. R. Purranna: 


Rhysida sp. The chromosome number in spermatogonial meta- 
phases is 16 (one pair of long chromosomes and 7 pairs of short rods) 
(Fig. 4a). Metaphase I (Fig.4b) shows 8 bivalents. of which one is 
the sex-bivalent (XY). The course of meiosis is similar to the two 
species of Rhysida described above. 

Ethmostigmus sp. The diploid chromosome number is 18 (one pair 
of long, 2 pairs of medium sized and 6 pairs of short chromosomes) 
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Fig. 5a and b. Ethmostigmus sp. a Spermatogonial metaphase, 2n = 18. b Metaphase I 


showing 9 bivalents. Y and Y show also precocious segregation 


(Fig. 5a). Metaphase I (Fig. 5b) shows 9 bivalents, of which one is the 
sex-bivalent (XY). The course of meiosis is not different from that of 
Rhysida described above. 
General remarks 

Oaawa (1953) observes that in Scolopendra subspinipes mutilans 
(2n:28) and Scolopendra subspinipes japonica (2n:18) the sex-chromo- 
some mechanism is unknown. But a careful examination of the course 
cf meiosis in five species belonging to Scolopendridae has revealed the 
occurrence of an XY-type of sex-chromosome mechanism in these forms. 
The X and Y form a regular bivalent which is distinguishable from 
autosomal bivalents by its size, heteropycnosis and behaviour. The 
behaviour of sex-chromosomes is identical during the first division in 
all the species studied. In Scolopendra morsitans the X and Y show 
lagging during the second division while such a differential behaviour 
has not been observed in other forms. 


Summary 
1. The chromosome numbers ranging from 2n=16 to 24 of five 
species of Chilopoda belonging to the family Scolopendridae have been 


described. 
2. This is the first record of the sex-chromosome mechanism in the 


family Scolopendridae. The sex-chromosome mechanism is of the XY- 


type. 
3. In the first division X and Y start their anaphasic movement 
first, but after a while, they slow down and the autosomes join them. 
4. The sex-chromosomes in Scolopendra morsitans show lagging in 
the second division while their behaviour is normal in other species. 
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Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Tiibingen 


POLYPLOIDIE UND SOMATISCHE REDUKTION IN DER 
LARVENEPIDERMIS VON AEDES AEGYPTI L. (CULICIDAE)* 
Von 
HEtLMvUT RISLER 
Mit 20 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. November 1958) 


A. Einleitung 

In der Entwicklung der Insekten tritt weitverbreitet die endomito- 
tische Polyploidisierung (GEITLER 1953) der Zellen im Verlaufe des Ge- 
webewachstums an die Stelle der mitotischen Zellvermehrung. Be- 
stimmte Gewebe, Zellgruppen oder auch Einzelzellen (Driisen, Mittel- 
darm, Oenocyten, Tracheenendzellen, trichogene Zellen der Epidermis 
u.a.) stellen ihre Mitosentatigkeit ein, nachdem sie ihre somatische Funk- 
tion aufgenommen haben (RisLER 1954). In ihnen fiihren Endomitosen 
(GEITLER 1938) zu einer jeweiligen Verdoppelung der Chromosomen- 
zahl, ohne daB eine Spindel gebildet wird und ohne nachfolgende Zell- 
teilung. Der Formwechsel der Chromosomen kann in diesen Endomitosen 
demjenigen der Mitose sehr ahnlich sein (GEITLER 1939, ParnTER und 
RetnporF 1939, Lipp 1953, 1955, Brer 1957 u.a.). Auch bei anderen 
Tieren und bei Pflanzen wurde die endomitotische Polyploidisierung als 
regulare Entwicklungserscheinung nachgewiesen (s. GEITLER 1953). Die 
Endomitosen haben entsprechend der durch sie hervorgerufenen Ver- 
doppelung der Chromosomenzahl ein jeweiliges GréBenwachstum der 
Zellkerne und Zellen zur Folge, welche in einer rhythmischen Volumen- 
verdoppelung oder anderen Wachstumsschritten zum Ausdruck kommt. 
Da die Chromosomenzahl wahrend eines derartigen Wachstums im all- 
gemeinen unmittelbar nicht festzustellen ist, kann das Ausmaf der 
Polyploidisierung oftmals nur aus der GréBe der Zellkerne geschlossen 
werden. In giinstigen Fallen gestattet jedoch die Ruhekernstruktur eine 
direkte Bestimmung (GEITLER 1937). Eine sehr wertvolle Ergainzung 
der genannten Methoden stellt die spektrophotometrische Untersuchung 
feulgengefarbter Zellkerne dar (POLLISTER und Ris 1947). Eine Verdop- 
pelung der Chromosomenzahl fiihrt auch zu einer entsprechenden Mengen- 
zunahme der DNS (z.B. O’Brien 1956). 

Neben dem Gewebewachstum durch mitotische Zellvermehrung und 
dem rein endomitotischen Wachstum bestimmter Zellen und Gewebe 
gibt es einen Zwischentyp (GEITLER 1939, RisLER 1954), welcher durch 
das Auftreten polyploider Mitosen gekennzeichnet ist. In Geweben dieser 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Art stellen die Zellen ihre Teilungstatigkeit nicht ein. Es schalten sich 
aber unter Umstanden Endomitosen zwischen die Mitosen, deren Er- 
gebnis die folgenden Teilungen mit verdoppelter Chromosomenzahl an- 
zeigen. Der Grad der Polyploidisierung ist in diesen Fallen jedoch nicht 
so hoch wie bei rein endomitotischem Wachstum, bei dem 1024 oder 
noch hdhere Stufen einer Verdoppelungsreihe keine Seltenheit sind. 
Uber die 64fache Chromosomenzahl scheint die Polyploidisierung 
teilungsfaihiger somatischer Zellen nicht hinauszugehen (Hinterdarm von 
Culiciden: Hott 1917, BERGER 1938). Polyploide Mitosen sind bisher, 
wie die polyploiden Zellkerne des rein endomitotischen Typs, fast aus-' 
schlieBlich in Geweben gefunden worden, deren histologische Differen- 
zierung abgeschlossen ist. In ihnen treten Mitosen nur noch wahrend 
der.sog. Mitosenperioden auf, die im Rhythmus der Hautungen in der 
postembryonalen Entwicklung der Insekten hormonal ausgelést werden 
(KGHN und PrePHo 1936). Polyploide Mitosen wurden in somatischen 
Geweben von folgenden Insektengruppen gefunden: Thysanuren 
(E. Frucut 1959), Odonaten (T. OxsaLa 1939), Orthopteren (eigene 
Beobachtungen), Schaben (Blatttdae) (BaupiscH 1956), Hemipteren 
(BUCHNER 1955, GEITLER 1939, HucHEs-ScHRADER 1930, Lipp 1953, © 
O’BrIEN 1956), Hymenopteren (MEvES 1907, SANDERSON 1933, San- 
DERSON und Hau 1948, RistER 1954), Coleopteren (EmERs 1925), 
Lepidopteren (GEITLER 1940, RisLER 1950) und Dipteren (BERGER 
1938, FroLtowa 1926, 1929, Hott 1917, Merz 1916). Man kann also 
erwarten, da auch dieser dritte Typ des Gewebewachstums ganz all- 
gemein bei den Insekten vorkommt. 

Ein Fall polyploider Mitosen hat ganz besonderes Interesse erweckt. 
Die Zellkerne des Diinndarmepithels (Ileum) von Culex pipiens und 
anderen Culiciden wachsen die ganze Larvenentwicklung hindurch ohne 
sich zu teilen. Zwar wurden Endomitosen nicht beobachtet, doch zeigen 
die von Hour (1917) gefundenen bis zu 64-ploiden Mitosen, die kurz 
nach der Verpuppung hier auftreten, daB sich die Zellkerne endomito- 
tisch polyploidisiert haben. Nunmehr werden sie unter starker Ver- 
mehrung in mehreren unmittelbar aufeinanderfolgenden Kernteilungen 
wieder tetra- bis oktoploid. BrrGErR (1938) nannte diese von ihm ent- 
deckte Erscheinung ,,somatische Reduktion‘‘ (somatic reduction). Sie 
leitet den Umbau des larvalen in den imaginalen Diinndarm ein. Zu 
gleicher Zeit findet man auch in den anderen ektodermalen Teilen des 
Darmtrakts, mit Ausnahme eines bestimmten rektalen Abschnittes, 
dessen Kerne besonders gro8 sind und polytaéne Chromosomen besitzen, 
derartige Kernteilungsfolgen. Beobachtungen bei Untersuchungen iiber 
die somatische Cytologie des Schmetterlings Ptychopoda seriata (RISLER 
1950) und der Honigbiene Apis mellifica (RISLER 1954) lassen es méglich 
erscheinen, da8 auch in der Metamorphose anderer holometaboler In- 
sekten die somatische Reduktion eine Rolle spielt. 

Chromosoma (Berl.), Bd. 10 13b 








186 Hetmvt Riser: 


Die vorliegende Untersuchung tiber die Polyploidie in der Epidermis 
der Aédes-Larven leitet eine Reihe von Arbeiten ein, welche sich mit der 
entwicklungsgeschichtlichen Bedeutung der somatischen Polyploidie bei 
den Insekten befassen. Neben einer allgemeinen Verbreiterung des Wissens 
auf diesem Gebiet soll vor allem die Rolle geklart werden, welche die 
endomitotische Polyploidisierung teilungsfahiger Zellen spielt. Ihre Be- 
deutung fiir die Gré8endifferenzierung bei der Entwicklung der ver- 
schiedenen Bienen-Morphen wurde in einer friiheren Arbeit (RISLER 
1954) dargelegt. Die Wahl fiel auf eine Culicide, weil der Priifung frag- 
licher Falle von somatischer Keduktion bei anderen Insektengruppen eine 
griindliche eigene Kenntnis dieser Vorgange bei einem schon bekannten 
Beispiel zugrunde gelegt werden sollte. AuBerdem ist es durchaus wahr- 
scheinlich, daB sich die Metamorphose der Culiciden nicht nur im Darm- 
trakt der somatischen Reduktion bedient. Eine eingehende Behandlung 
weiterer Gewebe von Aédes aegypti soll folgen. 


B. Material und Technik 


Das Tiermaterial, Larven und Puppen von Aédes aegypti L., stammte aus 
Zuchten, welche im Zoologischen Institut der Universitat Tiibingen fiir physio- 
logische Untersuchungen gehalten werden. Die zuvor trocken aufbewahrten Eier 
wurden in Petrischalen bei 25°C Zuchttemperaturim Thermostaten zur Entwicklung 
gebracht.: Die Hilarven. wurden unmittelbar nach dem Auskriechen abgefangen 
und annahernd gleichaltrige Tiere gruppenweise aufgezogen. Auch jeweils bei den 
Hautungen, deren Vollzug die zunachst farblosen Kopfkapseln anzeigen, wurden 
die Tiere abgefangen, um eine eindeutige Bestimmung des Alters bzw. des Larven- 
stadiums zu ermdéglichen. Als Futter dienten Stiickchen von Schweineleber. Drei 
Larvenhautungen teilen das Larvenleben in 4 Larvenstadien ein, deren erstes und 
zweites je etwa 1 Tag, deren drittes 11/, und deren letztes 4—6 Tage dauert, wie 
schon W. TRaGz=R (1937) angegeben hat. 

Im letzten Stadium ist die Variabilitat der Entwicklungsgeschwindigkeit be- 
sonders stark. Das relative Alter der Larven kann man jedoch an den histo- 
logischen Veranderungen der Epidermis feststellen. 

Die Untersuchungen wurden durchweg an Schnittpraparaten vorgenommen. 
Larven und Puppen aller Altersstufen wurden mit Carnoy fixiert (wobei es darauf 
ankam, vor allem die Mitosenperioden zu erfassen), iiber Methylbenzoat und Benzol 
in Paraffin (Schmelzpunkt 58°C mit einer Beimischung von 5% Bienenwachs) 
eingebettet und 8 u dick geschnitten. Zur Farbung diente die Feulgensche Nukleal- 
reaktion (Hydrolyse 4 min); teilweise wurde mit Lichtgriin gegengefarbt. 

In den meisten Fallen war es besonders giinstig, im Phasenkontrestverfahren zu 
mikroskopieren. Hierbei treten neben den sehr dichten Chromosomen auch die fiir 
die Beurteilung der Kernwertigkeit wichtigen Nukleolen und die Spindelstrukturen 
deutlich hervor. Die mikrophotographischen Abbildungen sind simtlich mit dem 
Photomikroskop von Zeiss aufgerommen. (Filmmaterial Adox KB 14, Enwicklung 
mit Rodinal 1:50.) Fiir die Kernmessungen wurden die Kernumrisse aus Tangential- 
schnitten an die Epidermis mit dem Zeichenspiegel herausgezeichnet und die Flache 
der Kernbilder berechnet. Das Wachstum der linsenférmigen Epidermiskerne driickt 
sich auf Grund ihrer sehr flachen Gestalt bei einer solchen Betrachtung besonders 
stark aus (s. S. 193). Fiir die Darstellung der MeBergebnisse wurde der Logarithmus 
der MeBwerte gewahlt, ein Verfahren, auf dessen Vorziige bei derartigen Unter- 
suchungen HintTzscHE (1945) hingewiesen hat (GréBenklassen je 0,05). 
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C. Ergebnisse 


1. Die Histologie der Epidermis 

Die Epidermis der Larven ist ein sehr flaches Plattenepithel mit 
linsenfoérmigen Kernen, die in der Aufsicht, d.h. in Tangentialanschnitten 
des Gewebes, annahernd kreisrund erscheinen (Abb. 1). Nur an wenigen 
Stellen verdickt sie sich soweit, daB sie eine kugelférmige Gestalt der 
Zellkerne zula8t, so etwa in den Imaginalanlagen (Abb. 1d), den Borsten- 
gruben des Labrums und der Mandibeln, oder in der Nachbarschaft 
groBer Haare. 


Die Cuticula ist an Thorax und Abdomen auB8erordentlich diinn und farblos 
(Abb. 8a, Cut) und wird von sehr feinen leistenartigen Verdickungen durchzogen. 
Nur den Kopf und das Abdomen stiitzt eine kraftige, sklerotisierte Cuticula. Die 
Puppencuticula ist dagegen durchweg sklerotisiert. Die oft mehrgeteilten Haare 
bzw. Borsten haben ihre Basis in iiblicher Weise. in einer trichogenen Zellgruppe, 
die jeweils aus einer Haarbildungs- und einer Balgzelle besteht. Die Kerne dieser 
beiden Zellen sind entsprechend der HaargréBe verschieden groB. Ihr endomito- 
tisches Wachstum zeigt sich bei besonders groBen Haarbildungskernen, welche nur 
in Larven vorkommen, an dem Auftreten von Riesenchromosomen. Bei kleinen 
Haaren dagegen kénnen die Bildungskerne sogar kleiner sein als die benachbarten 
Epidermiskerne. 


2. Zellkernwachstum und somatische Reduktion 
a) Vorbemerkung 


Im folgenden soll das Wachstum der Epidermiskerne beschrieben werden. Dabei 
bleiben die trichogenen Zellen unberiicksichtigt. Ein Teil der Haare wachst stufen- 
weise mit den Hautungen sehr stark heran, andere bleiben dagegen klein. Die Kerne 
wachsen entsprechend. Auch die Zellen der Muskelursprungs- und Ansaizstellen, 
die durch die Ausbildung von Tonofibrillen gekennzeichnet sind, wachsen ohne 
sich zu teilen. Im Gegensatz zu den Verhialtnissen bei Apis mellifica (RISLER 1954) 
wurden an diesen Stellen keine polyploiden Mitosen gefunden. Auch ihr Schicksal 
wurde nicht im einzelnen verfolgt. Sie sind im 4. Larvenstadium mindestens 
oktoploid. 

Die normalen, nicht besonders differenzierten Epidermiszellen teilen sich jeweils 
nur wahrend der Mitosenperioden, die schon wenige Stunden nach vollzogener 
Hautung einsetzen. in den Imaginalanlagen sind dagegen immer Mitosen zu finden. 

Im Zuge der Arbeit erwies es sich als zweckmaBig, fiir die vergleichende Unter- 
suchung bestimmte Epidermisbezirke herauszugreifen. Dies gilt vor allem fiir die 
Kernmessungen. Wegen des dort am starksten ausgeprigten Kernwachstums 
wurden hierfiir die Tergalbereiche der Segmente des Abdomens ausgewahlt, aller- 
dings mit Ausnahme des letzten, das sich, wohl auf Grund der Sklerotisierung der 
Cuticula — ebenso wie die Kopfkapsel —, hinsichtlich des Wachstums anders ver- 
halt als die sehr dehnungsfiahige iibrige Abdominalepidermis. 


b) Das erste Larvenstadium 
Die Zellkerne der Epidermis sind im 1]. Larvenstadium sehr klein. 
Abb. la zeigt sie in der Eilarve, Abb. 1b wahrend der Mitosenperiode. 
Im Inneren der Ruhekerne liegt ein kugeliger Nukleolus, an ihm ein 
groBeres Chromozentrum. Die Kurve der Kernflaichen (Abb. 2) hat 











2 Rc eae 


188 Hetmour RIsLER: 








Abb. la—g. Zellkerne aus Tangentialanschnitten der Epidermis: a am Anfang, b wihrend 
der Mitosenperiode des 1. Larvenstadiums, c im 2. Larvenstadium; d in einer Imaginal- ‘ 
anlage des Thorax im 4. Larvenstadium; e, f wihrend der Mitosenperiode des 3 

3. Larvenstadiums (tetraploid); g am Ende des 4. Larvenstadiums (diploid) 


gegen Ende des 1. Stadiums ihren Hauptgipfel bei etwa 25 u?, daneben 
aber einen weiteren links davon, der zeigt, daB ein Teil der Kerne klein 
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geblieben ist. Solche kleinen Kerne liegen auch in Abb. 1b neben den 
normalen Epidermiskernen. Méglicherweise handelt es sich um Zell- 
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Abb. 2. Zellkerngr6Ben (F' Kernfliiche), 1.—3. Larvenstadium 
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Abb. 3a—h. Diploide Mitosen: a, b 1. Larvenstadium; c Imaginalanlagen, d—h in der 
normalen Epidermis 








Abb. 4a—ec. Diploide Mitosen: a in einer Imaginalanlege (embryonal-diploid); b, c in der 
normalen Epidermis (larval-diploid) 


kerne noch nicht ausdifferenzierter Epidermiszellen, wie sie spiater in 
den Imaginalanlagen zu finden sind. 
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Die Mitosenbilder lassen die diploide Chromosomenzahl erkennen 
(Abb. 3a und b). Sechs meta- bis submetazentrische Chromosomen 
ordnen sich zu 3 Paaren in der Aquatorialplatte an, entsprechend der 
fiir die Dipteren typischen Homologenpaarung (Mertz 1916). 


c) Das zweite Larvenstadium 


Im Anschlu8 an die 1. Mitosenpericde beginnt ein neues starkes Zell- 
kernwachstum, das tiber das normale Teilungswachstum hinausgeht. Der 
Hauptgipfel der Kerngroenkurve verschiebt sich dementsprechend und 
liegt zu Beginn der 2. Mitosenpericde (Abb. 2), also im 2. Larvenstadium, 
bei etwa 40 ?. Zwei Nebengipfel bei 25 4? und unterhalb 20 y? sind 
aber noch zu erkennen. Die Ruhekernstruktur hat sich bei den gréBeren 
Zellkernen nicht wesentlich geandert (Abb. 1c). Der Nukleolus ist 
weiterhin kugelf6rmig. Das ihm anliegende gréBere Chromozentrum 
(Abb. le, linker Kern) und ein zweites innerhaib des Kernraums sind 
deutlich zu erkennen. Man hat den Eindruck, daB diese Chromatin- 
elemente gréBer geworden sind. An der relativen Dichte des Ruhekern- 
chromatins hat sich, soweit dies ein Vergleich der Kernbilder erkennen 
JaBt, kaum etwas gedndert. Die diploide Chromosomenzahl ist auch in 
den nunmehr entsprechend der Kerngr6éBe gréBeren Teilungsbildern er- 
halten geblieben (Abb. 3d—h, 4b-u.c). Die Chromosomen scheinen 
groBer geworden zu sein. Ein Beweis fiir diese Auffassung laiBt sich je- 
doch mit den angewandten Methoden nicht erbringen. In den Imaginal- 
anlagen machen die Zellkerne dieses Wachstum nicht mit (Abb. 3c, 4a). 
Dort findet man weiterhin Mitosen, deren GroBe derjenigen der Epi- 
dermiskerne des 1. Larvenstadiums gleicht. 


Dieses Ergebnis entspricht den Befunden, die bei Untersuchungen an Ptychopoda 
seriata (RISLER 1950) und Apis mellifica (RisLuR 1954) gemacht wurden. Bei 
beiden verdoppelt sich das Kern- bzw. das Zellvolumen zwischen der Mitosen- 
periode des 1. und 2. Larvenstadiums, ohne daB sich dabei die Chromosomenzahl 
verdoppelt. Auch dort wachsen die Zellkerne jedoch nur in den ausdifferenzierten 
larvalen Epidermiszellen und nicht in den undifferenzierten Imaginalanlagen. 
Analog zu den Verhiltnissen bei Apis mellifica werden im folgenden die kleinen 
diploiden Kerne und Mitosen als embryonal-diploid (2n-e), die groBen als larval- 
diploid (2n-l) bezeichnet. 


d) Das dritte Larvenstadium 


Auch in diesem Stadium findet wiederum, allerdings nur bei einem 
Teil der Zellkerne, ein starkes Wachstum statt. Das AusmaB dieser 
Kernvergr6Berung zeigen Abb. le, f. Sehr deutlich wird der GréBen- 
unterschied auch in den Mikroaufnahmen Abb. 5a (2 n-l) und b (4n). 
Ein neues Maximum der Kernflachen (Abb. 2) bei etwa 80 y? 1aBt er- 
kennen, daB neben die beiden diploiden KerngréBenklassen eine neue 
getreten ist. Die Struktur der Ruhekerne weist einige deutliche Unter- 
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Abb. 5a—c. Zellkerne im 3. 





Abb. 6a—e. Tetraploide Mitosen: a Prophase; b, c Metaphase; d, e Anaphase 


schiede gegentiber derjenigen diploider Kerne auf. Der Nukleolus ist 
nicht mehr kugelig, sondern unregelmaBig geformt (Abb. Le, f). Oftmals 
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hat er Hantelgestalt und unmittelbar nach der Mitosenperiode findet 
man 2 Nukleolen (Abb. 5c). In den groBen Kernen ist der dort unregel- 
maRige Nukleolus demnach ein Verschmelzungsprodukt. Die Chromo- 
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Abb. 7a—c. Tetraploide Mitosen im 3. Larvenstadium: a Prophase; b Metaphase; 
c Anaphase 
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Abb. 8au. b. Zellkerne in Schnitten senkrecht zur Epidermis: a tetra- und diploider Kern 
zu Beginn des 4. Larvenstadiums; b diploide Zellkerne nach der Mitosenperiode 
des 4. Larvenstadiums; Cut Cuticula 


zentren sind deutlich gewachsen und nicht mehr einfache Kérper, son- 
dern scheinen aus mehreren feulgenpositiven Granula zusammengesetzt 
zu sein. Die Mitose beweist, daB diese groBen Zellkerne tetraploid sind 
(Abb. 6). In der Prophase liegen die homologen Chromosomen meist 
so eng gepaart, daB sie als drei einfache, aber relativ dicke Chromosomen 
sichtbar werden (Abb. 6a, 7a). Zur Aquatorialplatte ordnen sich die 
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12 Chromosomen in Gruppen von je vier nahezu in einer Ebene an 
(Abb. 6b u. c, 7b). Auch in der Anaphase (Abb. 6d—e, 7c) kann man 
die Chromosomenzahl gut feststellen, weil die Zellen sich wahrend der 
Teilung nicht abkugeln, sondern sehr flach bleiben. 


e) Die GréBenunterschiede der drei Kernklassen 


Das GréBenwachstum der Zellkerne geht bei annahernd gleicher 
Epitheldicke vor sich, d.h. die Kerndurchmesser senkrecht zur Epi- 


dermis bleiben fast gleich. 
Abb. 8a zeigt nebenein- 
ander einen diploiden 
(rechts) und einen tetra- 
ploiden Epidermiskern 
im Schnitt. Auch der 
Durchmesser der sehr viel 
enger liegenden Kerne am 
Ende des 4. Larvensta- 
diums ist nicht wesent- 
lich gréBer (Abb. 8b). 
Die verschiedenen Kern- 
groBen sind in Abb. 9 
schematisch dargestellt: 
links die Kernumrisse 
und schraffiert dieSchnitt- 
bilder dieser Kerne, rechts 
jeweils Kugeln gleichen 
Volumens. Die Werte fiir 
den tetraploiden Kern 


Ellipsoid 
F= 92,9 p* 
a=5,4u 
— coi 
F= 42,5 pw? 
a=3,9e 
sige C=47p 
F=23,2u2 
a=27y 
2ne c= 17h 


Kugel! 
V= 213,0 p> 


V= 53,3 wp? 


S r=22ph 


Abb. 9. KerngréBenschema: F Fliache der Kernprojek- 
tion, V Kernvolumen, a Radius tangential zur Epidermis, 
ec Radius senkrecht zur Epidermis, r Kugelradius 


sind unmittelbar gemessen und entsprechen dem Maximum 4n der 
Kerngré8enkurven (Abb. 2). Die beiden anderen KerngréfBen, 2 n-l und 
2n-e, wurden dagegen errechnet, indem jeweils das Volumen halbiert 
und aus dem Volumen die Radien der Kerne bei gleichbleibendem Radius 
senkrecht zur Epidermis ermittelt wurden. Vergleicht man die Werte 
und Bilder mit den Kurven in Abb. 2 und den Kernbildern in Abb. 1, 
dann sieht man die sehr schéne Ubereinstimmung. Die drei gefundenen 
GréBenklassen unterscheiden sich demnach — ausgehend von der 
kleinsten Klasse — durch eine jeweilige Verdoppelung ihres Volumens 


voneinander. 


f) Das vierte Larvenstadium 


Das 4. Larvenstadium ibertrifft die vorhergehenden an Dauer ganz 
erheblich. Das zu Beginn noch starke GréBenwachstum der Tiere laBt 


schnell nach (s. S. 203). In den meisten Geweben beginnt nunmehr die 
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Metamorphose. Die Imaginalanlagen nehmen an Umfang zu, zahlreiche 
Mitosen zeigen ihr rasches Wachstum. 

Die Zellkerne der Epidermis werden vor der 4. Mitosenperiode in den 
abdominalen Tergalbereichen fast durchweg tetraploid. Aber auch an 
anderen Stellen, mit Ausnahme der Intersegmentalhaute, findet man 
tetraploide Kerne. Dementsprechend wird der tetraploide Gipfel der 
KerngréBenkurve zum Hauptgipfel (Abb. 10). Da8 er sich noch etwas 
weiter nach rechts verschoben hat, liegt méglicherweise daran, daB die 
Kerne sich weiter abgeplattet haben. Jedenfalls sind diese groBen Kerne, 
wie man in der schon bald einsetzenden 4. Mitosenperiode erkennt, 
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Abb. 10. Zellkernvolumen (F Kernfliche), Anfang und Ende des 4. Larvenstadiums 
und Anfang des Puppenstadiums 


tetraploid. Die Mitosenperiode dauert relativ sehr lange. Noch nach 
60—70 Std sind unter den gewahlten Zuchtbedingungen zahlreiche 
Mitosen zu finden. Vergleicht man die KerngréBen zu Beginn und die 
am Ende des Larvenstadiums miteinander (Abb. le, f mit g; Abb. 8a 
u. b; Abb. lla u. b), so fallt die starke Gréfenabnahme auf. Die Kern- 
gréBenmessungen zeigen, daB sich das Hauptmaximum wieder in den 
diploiden Bereich verlagert hat. Nur noch wenige Werte liegen in der 
tetraploiden GréBenklasse (Abb. 10). 

Nicht nur die Dauer, sondern auch det Verlauf der Zellteilungen 
dieser Mitosenperiode ist ganz anders als in den ersten Larvenstadien. 
Deutlich erkennt man, daB viele Zellkerne nicht nur eine einzige Teilung 
durchmachen, um dann wieder zu Ruhekernen zu werden, sondern daB 
einander unmittelbar mehrere Mitosen folgen, die zu einer sehr starken 
Kernvermehrung fiihien. Die Auszéhlung von Kernen in gleichgroBen 
Epidermisstiicken 1a8t vermuten, daB die Kernzahl sich ungefahr ver- 
achtfacht. Dies wiirde bedeuten, daB 3 Teilungsschritte nacheinander 
ablaufen. Aus der Ruhekernstruktur, d.h. vor allem aus der Form des 
Nukleolus, ist zu entnehmen, daB die Kerne nach AbschluB der Teilungen 
diploid sind (Abb. 1g, Abb. 11b). 
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Die Mitosen des 4. Larvenstadiums wurden eingehend untersucht. 
Zu Beginn, etwa 3 Std nach der Hautung, liegen die Kerne noch weit 


= Pad bee 
Abb. 12a—f. Tetraploide Mitosen am Anfang der 4. Mitosenperiode: a, b Prophase; 
c—e Metaphase; f Anuphase 





: auseinander. Die anfangs beobachteten Mitosen (Abb. 12) sind in 
i gleicherweise tetraploid wie im 3. Larvenstadium: Die Metaphasechro- 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 14 
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mosomen liegen nahezu in einer Ebene (Abb. 12c—e). Auch die Ana- 
phase gleicht derjenigen des vorhergehenden Larvenstadiums (Abb. 7c, 
Abb. 12f). Schon kurz darauf jedoch sehen die Chromosomenkonfigura- 
tionen ganz anders aus. In den Prophasen, die kleiner erscheinen als 
diejenigen normaler tetraploider Teilungen (die GréBe schwankt, wie 
GréBenmessungen gezeigt haben, erheblich), sind die homologen Ele- 
mente nicht mehr eng gepaart, sondern sie teilen sich und lassen so ihre 
Zusammensetzung aus vier selbstandigen Partnern meist klar erkennen 








ra WW 


Abb. 13a—h. Tetraploide Mitosen (somatische Reduktion) in der Mitte der 
4. Mitosenperiode: a—c Prophase; d—f Metaphase; g, h Anaphase 


et 


(Abb. 13a u. b, Abb. 14a). Auch in der Prometaphase trennen sie sich 
wenigstens an ihren Enden (Abb. 13c). In der Aquatorialplatte legen 
sich die Chromosomen nicht mehr nebeneinander in eine Ebene, sondern 
sie ordnen sich iibereinander in der Langsrichtung der Spindel an 
(Abb. 13d—f, Abb. 14b—d). Die Spindelansatzstellen sind hierbei ein- 
ander besonders stark genaihert. Die Chromosomenfasern der Spindel 
erscheinen auffallend kompakt, wohl deshalb, weil sich, infolge der 
Lagerung der Zentromeren, diese Fasern zu Biindeln vereinigen (Ab- 
bildung 13a, f, Abb. 14c). Auch die Anaphasenbilder sind anders als 
diejenigen der ersten tetraploiden Mitosen. Die auseinanderweichenden 
Chromosomen bleiben zu 3 Biindeln geordnet, die die tetraploide Zahl 
nicht mehr deutlich erkennen lassen (Abb 13g, h, Abb. 14g, h). Giin- 
stige Bilder lassen den Schlu8 zu, daB diese Gruppen nur aus je 2 Chro- 
mosomen bestehen. AuBerdem nahert sich ihre GréBe derjenigen nor- 
maler diploider Mitosen (Abb. 14i, k); sie sind aber noch deutlich gréBer 
als diese. Bemerkenswert ist die Anordnung von Zellkernen und Tei- 
lungsfiguren gleichen Stadiums zu Zweiergruppen (Abb. l4e u. f, 
Abb. 15a u. b), in spateren Phasen der Mitosenperiode zu Nestern mit 
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hdherer Zellenzahl (Abb. 15c). In mehreren Fallen konnte zwischen 
2 Zellen, deren Kerne am Ende einer Telophase, in einer Interphase mit 
2 Nukleolen oder sogar in der Prophase fiir eine folgende Teilung stan- 








Abb. 14a—k. Mitosen wihrend der 4. Mitosenperiode (somatische Reduktion): a Prophase; 
b—d Metaphase; e Kernpaar mit Restspindel (in friiher Prophase); f Zweiergruppe (friihe 
und spite Anaphase); g, h Anaphase; i, k diploide Anaphasen am Ende der Mitosenperiode 


den, der Rest der Spindel der vorhergehenden Mitose gefunden werden 
(Abb. 14e). Zwei Teilungen folgen also unmittelbar aufeinander, ge- 
trennt durch ein kurzes Ruhekernstadium, bei dem die Nukleolen ge- 
bildet werden. Gegen Ende der Mitosenperiode findet man nur noch 
diploide Mitosen (Abb. 15d u. e). 

Aus dem Verlauf dieser 4. Mitosenperiode kann man den Schlu8 
ziehen, daB die tetraploiden Kerne in einer Folge von mindestens zwei, 


14* 
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vermutlich aber 3 Teilungsschritten zu diploiden Kernen werden, daB hier 
also somatische Reduktion stattfindet. Da die ersten Mitosen denjenigen 
des vorhergehenden Stadiums gleichen, kann man annehmen, daB sie 
noch tetraploide Aquationsteilungen sind. Die folgenden jedoch, in 
denen ebenfalls in Pro- und Metaphase noch die tetraploide Chromosomen- 


zahl auftritt, miiBten dann Reduktionsteilungen sein. Die abweichende 
Anordnung der Chromo- 
somen in der Metaphase 
spaterer tetraploider 
Kernteilungen _ bestaitigt 
diese Annahme. Die in 
der Spindellangsachse 
tibereinanderliegenden 

4 Chromosomen weichen 
in der Anaphase vermut- 
lich paarweise auseinan- 
der. Diese Vereinigung 
der homologen Elemente 
und die Biindelung der 
Chromosomenfasern, so- 
wie die Anordnung der 
Chromosomen in der spa- 
a ? terenAnaphase(Abb.14¢), 

Vig 2 4 © 4% spricht fiir diese Auf- 
fd > et * 4 ey all a J fassung. Da zum SchluB 
Abb. 15a—e. Mitosen wihrend und am Ende der 4, ausschlieBlich und in gro- 
Mitosenperiode; a, b Zweiergruppe; c Vierergruppe: Ber Zahl diploide Mitosen 

d, e diploide Mitosen 
zu finden sind, ist ferner 





anzunehmen, daB sich an die Reduktion wiederum eine, nunmehr 
diploide, Aquationsteilung anschlieBt. 

Die tetraploiden Zellkerne, die zu Anfang des 4. Larvenstadiums vor- 
wiegend das Epithel der untersuchten Epidermisabschnitte des Abdomens 
zusammensetzen, sind nach der Mitosenperiode nicht mehr vorhanden. 
Ware keine somatische Reduktion erfolgt, miiBten sie zugrunde ge- 
gangen sein. Ein derartiger Zellabbau ware aber an dem Auftreten von 
pyknotischen Kernresten mit Sicherheit zu erkennen. Tatséichlich findet 
man schon wahrend der 4. Mitosenperiode in der Epidermis Pyknosen 
(Abb. 16). Sie sind jedoch nicht haufig und beschranken sich auf be- 
stimmte, nicht sehr umfangreiche Epidermisabschnitte. Méglicherweise 
handelt es sich um die Reste abgebauter trichogener Zellen. Die groBen 
Borsten mit ihren polyploiden Bildungskernen werden nicht in die 
Puppe tibernommen. Die Puppe tragt nur wenige kleine Haare. Die 
polyploiden Kerne der epidermalen Muskelansatzstellen dagegen bleiben 
noch bis in die Puppe erhalten. 
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g) Das Puppenstadium 


Auch die Masse der Zellkerne der Puppenepidermis ist diploid 
(Abb. 17a). Die KerngréSenkurve (Abb. 10) verschiebt sich hier noch 
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Abb. 16au. b. Pyknosen in der Epidermis: a waihrend der 4. Mitosenperiode; b am Ende des 
4. Larvenstadiums 






Abb. 17a u. b. a Zellkerne kurz nach der Verpuppung (Tangentialschnitte); b stark 
chromatische Zellkerne 


| weiter nach links, was wohl damit zusammenhiangt, daB die Kerne sich 
f abkugeln, also bei gleichbleibendem Volumen einen kleineren Durch- 
messer bekommen (s. 8. 193). Diese Veranderung der Kerngestalt geht 
Hand in Hand mit einer Verdickung der Epidermis. Dabei findet keine 
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Kernvermehrung mehr statt und kein Kernwachstum; jedenfalls bei 
der Mehrzahl der Kerne. Ein Vergleich der Larven und Puppen zeigt, 
da8 das pupale Abdomen kleiner ist als dasjenige der Larven (Abb. 18). 
(Die Larve Abb. 18b ist allerdings besonders groB, der Unterschied zwi- 
schen Abb. 18b und d dadurch relativ sehr stark.) Das Epithel kontra- 
hiert sich, d.h. es wird bei gleichbleibender KerngréBe und Kernzahl 
héher. Vereinzelt liegen aber nun zwischen den diploiden Epidermis- 
kernen auffallend stark 
chromatische Zellkerne, die 
ihrer GréBe nach wieder 
tetraploid sein kénnten 
(Abb. 17b). Da sie sich je- 
doch nicht teilen, und da 
sich die Ruhekernstruktur 
mit derjenigen larvaler Epi- 
dermiskerne nicht deckt, ist 
diese Frage nicht eindeutig 
zu beantworten. Es erscheint 
moéglich, daB es sich um 
erneut polyploidisierte Kerne 
von Zellen handelt, die sich 
in ihrer histologischen Diffe- 
renzierung befinden. Auch 
in der Puppenepidermis 


a b c d treten nach einigen Stunden 
aac pa wieder Mitosen auf. Sie sind 

Abb. 18a—d. a, b groBe und kleine Larven durchweg diploid. Viele a 
(4. Stadium); c, d groLe und kleine Puppen ihnen stehen schrag inner- 


halb des Gewebes. In Ana- 
logie zu den Verhiltnissen bei der Differenzierung der Schmetterlings- 
schuppen (HENKE und PoHLEY 1952) ist anzunehmen, daB es sich hier 
um differentielle Mitosen handelt. Die Differenzierung der Haare und 
Schuppen, welche die imaginale Epidermis von Aédes aegypti bedecken, 
ist nicht mit einer wesentlichen VergréBerung der Zellkerne verbunden. 


3. Somatische Polyploidie und GroBenmodifikation 

In Massenzuchten von Aédes aegypti wurde eine starke Variation der 
K6rpergr6Be beobachtet. Es treten Puppen sehr verschiedener Linge 
auf (Abb. 18c, d). Die nahere Untersuchung zeigte, daB man derartige 
GréBenunterschiede erzielen kann, wenn man das Futter verschieden 
dosiert. Gut gefiitterte Larven wachsen nicht nur schneller und ver- 
puppen sich friiher, sie werden auch auBerordentlich viel gréBer, als 
Larven, die bei einem Minimum von Futter leben (Abb. 18a, b). Wah- 
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rend die Mitosenperiode des 4. Larvenstadiums normalerweise schon 
3 Std nach der 3. Hautung beginnt, setzt sie bei schlecht gefiitterten 
,,Zwerglarven‘‘ unter Umstanden erst nach 3 Tagen ein. Die Variation 
der Kérpergr6Be und der Entwicklungsgeschwindigkeit ist kontinuierlich. 


77. 
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Abb. 19a—c. Kerngré8en: a von zwei groBen Larven (Anfang 4. Larvenstadium); b von 
zwei Zwerglarven (Anfang 4. Larvenstadium); c von je einer groBen und einer kleinen Puppe 
(kurz nach der Verpuppung) 


Es interessierte nun, ob die Zellkerne der Epidermis bei den Zwerg- 
larven sich hinsichtlich ihres Wachstums gleich verhalten, wie die- 


jenigen der groBen Larven, ob also nur die Zellvermehrung herabgesetzt 
ist, die Tetraploidisierung aber erfolgt, oder ob bei den Zwerglarven das 
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Kernwachstum im 3. und 4. Stadium ausfallt. Zur Klarung dieser Frage 
wurden gut und schlecht gefiitterte Larven, die sich in ihrer Kérpergr6Be 
erheblich unterschieden, zu Beginn des 4. Larvenstadiums fixiert und 
cytologisch untersucht, desgleichen frisch verpuppte groBe und kleine 
Puppen. 

Die Kerngr6Benmessungen (Abb. 19a, b) zeigen, daB die Kerne der 
Zwerglarven diploid geblieben sind. Das Maximum liegt jedoch nicht 
im Bereich ,,larval-diploid*‘, sondern ist noch weiter nach links verscho- 
ben. Es hat den Anschein als ob mindestens teilweise auch der Wachs- 
tumsschritt embryonal- zu larval-diploid ausgefallen sei. Tetraploide 
Mitosen traten in den besonders kleinen Larven nicht auf. (Die Zahl 
tetraploider Kerne nimmt mit der Kérpergré8e zu.) Vergleicht man da- 
gegen die KerngréBen verschieden groBer Puppen miteinander, so findet 
man hier keinen wesentlichen Unterschied (Abb. 19c). Dies ist verstand- 
lich, da ja durch die somatische Reduktion auch die groBen Larven vor 
ihrer Verpuppung wieder vorwiegend diploide Zellkerne besitzen. 

Das verschiedene Wachstum ist demnach mit einem verschiedenen Aus- 
map der T'etraploidisierung der Epidermiskerne verbunden. Dariiber hinaus 
erscheint auch ein Ausfall des Kernwachstums zwischen dem 1. und dem 
2. Larvenstadium im Falle der Zwergpuppen mdglich. Ob auch die Ver- 
mehrungsrate der Zellkerne herabgesetzt ist, lieB sich bei dieser Unter- 
suchung nicht feststellen. 


D. Besprechung der Ergebnisse 

Die Epidermis von Aédes aegypti waichst im Laufe der Larvenent- 
wicklung nicht nur durch eine Vermehrung ihrer Zellkerne, sondern zu- 
sitzlich durch ein starkes Zellkernwachstum. Diese VergréBerung der 
Zellkerne geht tiber das normale periodische Teilungswachstum hinaus, 
welches jeweils die Mitosenperioden vorbereitet, und erfolgt in zwei 
verschiedenen Schritten, einem bei gleichbleibender Chromosomenzahl 
zwischen der 1. und 2. Mitosenperiode und einem zweiten endomito- 
tischen, der jeweils zu Beginn des 3. und des 4. Larvenstadiums die 
Tetraploidisierung eines Teils der Kerne zur Folge hat. Tracer (1937) 
befaBte sich ebenfalls mit den cytologischen Vorgaingen wahrend des post- 
embryonalen Wachstums von Aédes aegypti. Dabei interessierte ihn das 
Schicksal der Gewebe in der Metamorphose, vor allem die Frage, ob 
yewebe, die ausschlieBlich durch Zellwachstum heranwachsen, in die 
Imago tibernommen werden oder nicht. Auch er stellte fest, daB das 
Wachstum der Epidermis sowohl auf Zellkernvermehrung als auch auf 
Zellkernwachstum beruht. Er verfolgte die Anderung der Zellkern- 
gréBen, ohne jedoch die Frage einer Polyploidisierung anzuschneiden. 

Ein Verdoppelung der Kernvolumina zwischen dem 1. und 2. Larven- 
stadium konnte auch bei dem Schmetterling Ptychopoda seriata (RISLER 
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1950) nachgewiesen werden. Auch bei Apis mellifica findet in der giei- 
chen Entwicklungsphase ein solches Wachstum statt (RIsLER 1954). In 
beiden Fallen machen die Kerne der Imaginalanlagen dieses Wachstum 
nicht mit. Die AusgangsgréBe der Kerne ist bei Apis mellifica gleich 
derjenigen der embryonalen Gewebe. Im Falle der Honigbiene war die 
Auffassung vertreten worden, daB dieser Wachstumsschritt, bei dem die 
Chromosomenzahl! diploid bleibt, mit einem Wachstum der Chromo- 
somen verbunden sei. Ein eindeutiger Nachweis hierfiir war aber bei den 
damals angewandten Methoden infolge der Kleinheit der Chromosomen 
nicht méglich. Zu gleicher Zeit hatten jedoch MERRIAM und Ris (1954) — 
auch sie mit dem Ziel, die Unterschiede in der Zellwertigkeit (haploid 
oder diploid) zwischen den weiblichen und den mannlichen Tieren fest- 
zustellen — eine Untersuchung an Apis mellifica abgeschlossen. Ihre 
Schliisse stiitzen sich auf die Ergebnisse einer Kombination von Kern- 
groBenmessungen mit spektrophotometrischen Bestimmungen des DNS- 
Gehalts der Kerne. Im Hinterdarm der K6niginnen und Arbeiterinnen 
fanden sie neben den normalen diploiden Epithelkernen einen kleineren 
Kerntyp, der nur die Halfte der DNS-Menge enthielt. Da sie nicht 
die Chromosomenzahlen untersuchten, kamen sie zu dem SchluB, es 
miiBten auch bei weiblichen Tieren haploide Zellen vorkommen. Der 
Vergleich mit den eigenen Ergebnissen (RIsLER 1954) la8t jedoch an- 
nehmen, da8 sie die im Hinterdarm neben den larval-diploiden vor- 
kommenden embryonal-diploiden Kerne gemessen hatten. Diese wiirden 
sich demnach tatsachlich nicht nur durch ihre GroBe, sondern auch durch 
die Menge ihrer DNS unterscheiden. Wenn diese Annahme richtig ist, 
dann beruht der Unterschied zwischen embryonal-diploid und larval- 
diploid nicht auf einer KernvergréBerung durch Vermehrung des Kern- 
safts (GEITLER 1941), sondern stellt ein echies Kernwachstum dar. 

Das regelmaBige Auftreten tetraploider Mitosen als Folge eines 2. Kern- 
wachstums, das nunmehr mit einer Endomitose verbunden ist, geht 
mit einem starken Wachstums des Abdomens Hand in Hand. TRaGER 
hatte neben seinen oben erwihnten Kernmessungen unter anderem auch 
das Wachstum der Kopfkapsel und des Gesamtkérpers gemessen. Aus 
seinen Kurven geht einmal hervor, daB die Kopfkapsel schrittweise im 
Rhythmus der Hautungen gréBer wird. Dies ist auf Grund der Skleroti- 
sation der Kopfkapsel zu erwarten. Zum andern aber zeigen die Messun- 
gen der Gesamtlinge, da8 in diesem Fall die VergréBerung nahezu kon- 
tinuierlich vor sich geht. Die Cuticula des Abdomens ist sehr diinn und 
dehnungsfihig. Diese Tatsache lé8t ein Wachstum auch zwischen den 
Hautungen zu. Gerade in der Zeit vom Ende des 2. bis zum Beginn 
des 4. Larvenstadiums, also zur Zeit der Tetraploidisierung, ist TRAGERs 
Kerngr6Benkurve besonders steil. Im letzten Stadium wird sie dann 
schnell flach. Die Mitosenperiode dieses Stadiums ist also trotz der so 
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starken Zellvermehrung nicht mehr mit einem Korperwachstum ver- 
bunden. Sie bereitet auch kein solches vor. 

Auch die Epidermiskerne anderer Insekten werden am Ende der 
Larvenentwicklung teilweise polyploid (Ptychopoda seriata: RIsLER, 
Apis mellifica: RisteR, Tenthrediniden: SANDERSON 1933). Bei Apis 
mellifica sind dabei scharf begrenzte, bestimmte Teile der Epidermis 
schon im 3. Larvenstadium tetraploid (Muskelansatzstellen und Stigmen- 
mund), wahrend eine allgemeine Polyploidisierung ganzer K6rperregio- 
nen erst im letzten Larvenstadium erfolgt, ganz in gleicher Weise, wie 
dies bei Ptychopoda und Aédes der Fall ist. Bei Aédes wachsen jedoch, 
anders als bei Apis, die Muskelansatzstellen rein endomitotisch. WAGNER 
(1951) beschrieb das rein endo.aitotische Wachstum der Larvenepidermis 
von Calliphora erythrocephala. Dieselben Gewebe kénnen sich bei ver- 
schiedener _Insektengruppen hinsichtlich ihres Gewebewachstums wah- 
rend der Larvenentwicklung verschieden verhalten. DaB Frotowa (1929) 
auf ihrer Suche nach polyploiden Mitosen in verschiedenen Geweben der 
Culicide Chaoborus (Corethra) in deven Epidermis keine Tetraploidie 
feststellte, hingt sicher damit zusammen, daB sie ausschlieBlich junge 
Puppen untersuchte, deren Zellkerne nach der auch hier zu vermutenden 
somatischen Reduktion wieder diploid sind. Interessanterweise beschrieb 
sie aber in Imaginalanlagen von ‘Mycetophiliden-Puppen tetraploide 
Mitosen. Betrachtet man ihre Abbildung, so erscheint es nicht ausge- 
schlossen, daB es sich hierbei nicht um Imaginalanlagen, sondern um 
larvale Epidermis handelt, die unter starker Zellkernvermehrung im 
Umbau begriffen ist. Dieser Fall bedarf einer Nachuntersuchung. 

Die somatische Reduktion beginnt in der Epidermis ein Stadium frither 
als im Darmtrakt. Ihr Kennzeichen ist die Folge mehrerer Mitosen und 
die daraus resultierende starke Vermehrung und GréBenabnahme der 
Zellkerne ohne nachfolgendes erneutes Wachstum des Tieres!. Auch im 
Hinterdarm der Culiciden ist die somatische Reduktion die Folge einer 
Reihe unmittelbar aufeinanderfolgenden Kernteilungen ohne Zwischen- 
wachstum (BERGER 1938a). In beiden Fallen wird mit dieser Teilungs- 
folge der Aufbau des imaginalen Gewebes aus dem larvalen eingeleitet. 
Zellteilungsfolgen ahnlicher Art waren in der Epidermis der Honigbiene 
- kurz vor ihrer Verpuppung aufgefallen. Die Gruppierung der Teilungs- 
figuren zeigte dort ebenfalls eine unmittelbare Folge von Mitosen an, 
und die Epidermisabschnitte, die zuvor polyploide Zellkerne beherberg- 
ten, hatten spiter Kerne geringerer Wertigkeit (RisLER). Die cytolo- 
gischen Vorgange sind dort jedoch noch nicht eingehend genug unter- 
sucht. Polyploide Mitosen in der Puppenepidermis von Ptychopoda 


1 Die Tatsache der Kernverkleinerung geht auch aus TRAGERs (1937) Kern- 
messungen hervor. Allerdings beginnt sie dort schon im 3. Larvenstadium. Wie 
er zu dieser Feststellung kommt, ist noch unklar. 
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seriata (RISLER) — zum entsprechenden Entwicklungszeitpunkt un- 
mittelbar vor der Verpuppung — mdgen eine ahnliche Rolle spielen 
wie bei Aédes. Damals war allerdings vermutet worden, daB die poly- 
ploiden Mitosen mit der Schuppendifferenzierung zusammenhangen. 
Auch in diesem Fall soll eine Nachuntersuchung eine Klarung herbei- 
fiihren; sie ist ebenfalls beim Fettkérper von Ptychopeda notwendig, 
dessen Zellkerne bei jeder Mitosenperiode unmittelbar nacheinander 
2 Teilungsschritte durchmachen, die ebenfalls mit einer zweimaligen 
GréBenabnahme einhergehen. Ob die von BUSHNELL (1937) im Mittel- 
darm von Kafern vermutete somatische Reduktion tatsachlich ein Fall 
solcher Kernverkleinerung ist, oder ob nicht vielmehr an die Stelle der 
groBen Epithelkerne von den Regenerationsnestern her neu polyploidi- 
sierte Kerne nachriicken, bedarf ebenfalls einer Nachuntersuchung. 

Teilungsfolgen, die mit einer GréBenabnahme der Kerne verbunden 
sind, wurden in der Embryonalentwicklung von Wirbeltieren (multiple 
Sukzedanteilung, G. Hertwic 1939) gefunden. Auch bei der Honig- 
biene (RisLER) folgen einander in der frithen Eientwicklung drei solche 
Mitosenreihen. In‘diesen beiden Fallen bleibt jedoch die Chromosomen- 
zahl gleich. Dagegen beschrieben TUZET und MantErR (1956) Reduktions- 
mitosen oktoploider Spermatogonien bei verschiedenen Collembolen, 
welche dort der eigentlichen Meiose vorausgehen. Dieser Befund ist 
nicht unwidersprochen geblieben (SAURE und BRUMMER-KORVENKONTIO 
1958), jedoch ist offenbar in der Spermatogenese von Lepisma saccharina 
(Frucut 1959) eine Spermatogonienreduktion von tetraploid zu diploid 
die Regel. Grundsatzlich erscheint eine solche Reduktion polyploider 
Zellkerne in einer Sukzedanteilung durchaus méglich. 

Der Verlauf der somatischen Reduktion selbst kann bei Beriicksichti- 
gung der zeitlichen Folge bestimmter Chromosomenkonfigurationen in 
folgender Weise gedeutet werden (Abb. 20): Einer tetraploiden Aqua- 
tionsteilung folgt die Reduktionsteilung, bei der in der Metaphase die 
4 Chromosomen jedes Homologenbiindels nicht nebeneinander in einer 
Ebene liegen, sondern iibereinander in der Langsrichtung der Spindel. 
Dann werden vermutlich in der Anaphase jederseits 3 Chromosomen- 
paare auseinanderweichen und so zwei diploide Tochterkerne bilden. 
Diese teilen sich spater noch einmal mit der diploiden Chromosomenzahl. 
Vergleicht man die Chromosomenbilder der epidermalen Reduktions- 
mitosen mit denjenigen des Ileums (BERGER 1938a, b, M. GRELL 1946), 
so ahneln einander eigentlich nur der erste Schritt beim Hinterdarm 
und der Reduktionsschritt in der Epidermis, und zwar insofern, als die 
Homologenbindel zu diesem Zeitpunkt in der Gegend ihrer Spindel- 
ansatzstellen besonders eng zusammengefaBt sind. Weitere Parallelen 
lassen sich bis jetzt noch nicht ziehen. Im Hinterdarm zeichnen sich 
spatere Prophasen durch eine sehr variable Homologenbiindelung aus 
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(M. GRELL), und in den Aquatorialplatten liegen die Chromosomen dann 
teilweise sehr sch6n nebeneinander in einer Ebene. 

Die cytologische Untersuchung der GréBenvarianten bringt eine weitere 
Bestatigung fiir die Auffassung, daB bei gleichbleibender Hautungszahl, 


ey 





Aguation 


Abb. 20. Schema dér somatischen Reduktion in der Epidermis von 4édes aegypti 
(4. Mitosenperiode) 


welche die Vermehrungsrate der Zellkerne in der Epidermis und damit 
das Wachstum der Larven bis zu einem gewissen Grad bestimmt, auf 
dem Wege der endomitotischen Polyploidisierung ein verstiirktes Wachs- 
tum erméglicht wird. Dieses zusitzliche Wachstum kann entweder, 
genetisch bestimmt, bei der Differenzierung etwa der GréBe der ver- 
schiedenen Geschlechter eine Rolle spielen, oder aber modifikatorisch 
hervorgerufen sein. Eine derartige Modifikation ist sicherlich das ver- 
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stairkte Wachstum der Bienenkénigin gegeniiber dem der Arbeiterinnen. 
Es geht mit einer unterschiedlichen Polyploidisierung der Epidermis- 
zellen Hand in Hand (SANDERSON and HALL 1948, RisiER), eine Fest- 
stellung, die jedoch weiterer Untersuchung bedarf. Es erscheint még- 
lich, daB das gelegentliche Auftreten von Zwergpuppen bei Bienen, wie 
auch die sehr haufige, starke Modifikabilitat der KérpergréBe bei anderen 
Insekten mit einem verschieden starken Kernwachstum in der Epidermis 
und in anderen Geweben zusammenhangt. 


Zusammenfassung 

1. Wahrend der Larvenentwicklung von Aédes aegypti wachsen die 
Zellkerne bei gleichbleibender diploider Chromosomenzahl zwischen den 
Mitosenperioden des 1. und 2. Larvenstadiums tiber das normale Teilungs- 
wachstum hinaus auf etwa das Doppelte ihres Volumens heran (embryo- 
nal-diploid, larval-diploid). In den Imaginalanlagen, deren Zellen sich 
auch auBerhalb der Mitosenperioden teilen, machen die Zellkerne dieses 
Wachstum nicht mit. 

2. Tetraploide Mitosen zeigen in der Mitosenperiode des 3. Larven- 
stadiums, daB in der Epidermis der Abdominalsegmente ein Teil der 
Zellen tetraploid geworden ist. Die Zellkerne machen dementsprechend 
einen 2. Wachstumsschritt durch, der mit einer Endomitose verbunden ist. 

3. Die Zahl tetraploider Epidermiskerne nimmt zu Anfang des 4. Lar- 
venstadiums noch weiter zu. In der sehr langen 4. Mitosenperiode, 
welche der Verpuppung vorausgeht, teilen sich die zuvor tetraploiden 
Zellkerne mehrmals hintereinander. Sie werden dabei wieder diploid, 
erfahren also eine somatische Reduktion. Diese starke Zellvermehrung 
erfolgt ohne weiteres Kérperwachstum.: Unterschiede im Chromosomen- 
verhalten wahrend der Teilungsfolge fiihren zu der Annahme, daB der 
zweite von 3 Teilungsschritten eine Reduktionsteilung ist. Hierbei 
ordnen sich die Metaphasechromosomen nicht wie in den Aquations- 
teilungen in eine Ebene ein, sondern liegen iibereinander in der Langs- 
richtung der Spindelachse. 

4. Die Tetraploidisierung der Epidermiskerne fallt aus, wenn die 
Larven infolge knapper Fiitterung eine nur geringe K6érpergr6Be er- 
reichen. Der hieraus resultierende KerngréSenunterschied zwischen 
groBen und kleinen Larven gleichen Entwicklungsalters fallt bei den 
Puppen fort, deren Kerne infolge der somatischen Reduktion auch bei 
groBen Tieren diploid sind. 
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CELL FUNCTION IN THE OVARY OF DROSOPHILA 
I. DNA CLASSES IN NURSE CELL NUCLEI AS DETERMINED 
BY AUTORADIOGRAPHY 
By 

J. Jacos and J. L. Srrtin* 
With 9 Figures in the Text 
(Hingegangen am 1. Dezember 1958) 


Nurse cells are favourable material for cytochemical work because 
of their intense activity and the possibility of sampling different stages 
of increasing function in a single ovariole. A study of nuclear compo- 
sition in such an instance may reveal differences between nuclei, an 
aspect which is related to the general problem of nuclear differentiation 
during development. The richness of nuclear and cytoplasmic RNA in 
these cells, especially conspicuous during their late differentiation, is 
quite compatible with the size of the obvious product of their function, 
viz. the deposition of reserves and of ooplasm in the growing oocyte. 
Further, the nuclear dimensions of these cells.:make them suitable objects 
for autoradiography. 5 

Early in the course of work on nurse nuclei it was clear to us that there 
occurred sizeable increases in the amount of DNA in growing ovarian 
chambers, and it became apparent that an unequivocal quantitation of 
relative DNA contents would be desirable as landmarks of differentiation 
of these nuclei. The functional significance of increasing amounts of 
DNA is fairly obvious in these nuclei. With increasing ploidy the bundles 
of chromonemata tend to loosen, remaining unloosened only at few 
points (Brer 1957). Very large masses of RNA are interspersed amidst 
the chromonemata which show knob-like thickenings particularly abun- 
dant at the interface of contact with the RNA masses and the nuclear 
membrane (SIRLIN and Jacos, in press)!. It is clear then that en- 
largement of this machinery as a whole should permit a greater output 
of metabolites. If on the other hand, DNA or its components are trans- 
ferred to the oocyte, then greater amounts of DNA per se are of im- 
portance. 

Several authors have already dealt with the question of increasing 
DNA in the nurse nuclei, either with qualitative (HERTWI1G 1935, PAINTER 


* Research worker of the British Empire Cancer Campaign. 

1 Note added in proofs. — Since this paper went to press, photographs of these 
condensations of chromatin have been published by Brun, J., and D. CHeEvassv, 
Chromosoma 9, 536--558 (1958) (cf. their Fig. 11). Our own observations were on 
Carnoy-fixed sections stained with Feulgen-fast green. 
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and RernporP 1939, Hsu and Hansen 1953) or with quantitative 
techniques (FREED and Scuuttz 1956, Scuuttz 1956), but with no 
accurate description of the various possible nuclei studied. This is re- 
levant because nurse nuclei differ not only between chambers at different 
stages but also within chambers at later stages (Kina, RuBINsON and 
‘ SmitH 1956). In the present work the DNA classes of the nurse nuclei 
are studied stage by stage by measurement with high-resolution auto- 
radiography of the adenine-C incorporated into the nuclei acid. 


Experimental 

Approximately 0.1 mg (5 yc) of adenine-8-C sulphate hemihydrate was freshly 
dissolved in 0.5 cc distilled water and thoroughly mixed with 5cc dead-yeast 
Drosophila food (basic medium of ALDERSON 1957) under semi-sterile conditions. 
Four pairs of flies (D. melanogaster, Oregon-K inbred strain) just eclosed in similar 
food (to avoid contamination with live yeast) without adenine, were immediately 
seeded on the radioactive food for three days at 25° C. 

Female flies emerging from 10.5 to 11 days after the onset of egg laying (about 
one and a half days after seeding) were maintained in the same radioactive food 
for a further 36 to 48 hours at 25°C. The flies were then etherized and their ovaries 
dissected out in Drosophila Ringer and fixed for thirty minutes in alcohol-acetic 
acid (3:1). During a subsequent stay of thirty minutes in 95 per cent alcohol the 
ovarioles were separated from each other and those from the various flies were 
pooled. They were then lightly stained in alcoholic eosin (to facilitate orientation 
during embedding), cleared in terpineol for two hours, and embedded after thirty 
to forty minutes in paraffin wax at no more than 58°C. The whole procedure was 
accomplished within four hours from the beginning of fixation. The fixative used 
retains all polymerized nucleic acids and largely extracts low molecular weight 
nucleotide derivatives (MERRIAN 1958). The precautions adopted avoid inter- 
ference with subsequent enzymatic hydrolysis and any depolymerization of DNA 
by heat. Longitudinal sections were cut at 5 thickness and about three ovarioles 
were mounted per gelatinized slide. After dewaxing and hydration practically no 
eosin remained in the tissue. 

The slides were then treated with enzymes as follows. All were treated with 
(a) 0.05 per cent ribonuclease (Light’s protease free) in veronal buffer at py 6.12, 
for two hours at 37°C. Some of these, following a rinse in distilled water, were 
treated with (b) 0.01 per cent crystalline deoxyribonuclease (Light’s) in veronal 
buffer at px 9.64, with 0.005 M MgSO, and 0.05 M NH,OH - HCl (the px drops 
to 6.7—6.8 after adding the latter), for two hours at 37° C. The enzymes were 
dissolved fifteen.minutes before each hydrolysis began. After enzyme treatment the 
slides were rinsed in distilled water and hydrolysed with 5 per cent trichloroacetic 
acid for five minutes at 2—4° C, to remove soluble nucleotides. Whenever necessary 
the slides were stored for short periods in 70 per cent alcohol at about 4° C. 

After prolonged rinse in distilled water the slides were coated with Kodak 
AR. 10 film and exposed in the dark and cold for three or twelve days. They were 
then developed for five minutes in Kodak D 19b, fixed (all photographic processing 
at 17.5° C) and rinsed for several hours. The preparations were stained with methyl 
green-pyronin at py 4.7 and some of those treated with both enzymes were stained 
with aqueous yellowish eosin (Gurr’s). They were then quickly passed through 
alcohols, xylol and mounted in Xam (Gurr’s, R. I. 1.526). Using the methyl green- 
pyronin stain, the stages studied in the preparations treated with ribonuclease did 
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not bind pyronin and the nuclei stained with a true blue colour, indicating that the 
DNA was polymerized. In the preparations treated with both enzymes these stages 
did not stain at all. Control material treated as for (a) but without the enzyme lose 
little RNA. Untreated material binds pyronin strongly in both nuclei and cyto- 
plasm of nurse cells. 

The preparations were examined at x 1280 under Zeiss (stand W) bright or 
phase contrast apochromatic optics and Kohler illumination. By means of an 
ocular grid focusable, and thus free of parallax error, the grains in the autoradio- 





Fig. la and b. a A stage 7 chamber not treated with enzymes, and its autoradiograph. 

In the nurse cells both the nuclear and cytoplasmic RNA are heavily labelled, but the 

autoradiograph of the latter does not show up in the photograph due to the intense 

pyroninophilia. The oocyte nucleus (arrow) shows almost no autoradiograph. Exposure 

twelve days. Methyl green-pyronin. b A stage 6 chamber treated with ribonuclease, 
and its autoradiograph. Exposure, stain and photographic procedure as for a 


graphic emulsion were scored under bright optics within 1 of the edge of the mass 
of nuclear material stained with methyl green (DNA), and the area of the latter 
in the sections was measured. The nuclear volume where DNA is present was 
obtained by multiplying the area where DNA is present by the section thickness; 
this datum will be hereafter referred to briefly as “DNA volume”. The DNA 
masses showed some internal variation of optical density, specially in later stages. 
When counting at the present grain densities over extensive sources as here, the 
partitioning of the field by the grid is indispensable. 

The ovarian chambers were classified according to the stages of Kina et al. 
(1956). Grains were counted over ribonuclease-treated nurse nuclei in stages 2 
to 10 and follicle cell nuclei in stage 7, the contour of all of which can be reasonably 
well visualized with methyl green staining (Fig. 1). Grains were also counted on 
the ooplasm of stages 8—12. In the nurse nuclei patches of nuclear material other 
than DNA (presumably protein) which might have been occasionally interposed 
between the DNA and the nuclear membrane specially at the later stages, would 
therefore have not been scored or measured. Nurse nuclei in stage 1 were not 
scored as it is impossible in sections to single them out from germarial or follicle 
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nuclei. Nuclei in any one section of chambers in stages 2 to 6 commonly overlap 
and therefore no scoring of individual nuclei was attempted. In these stages, 
therefore, grain counts and measurements were carried out over all the observed 
DNA, and the totals divided by 16 in stage 2 (fifteen nurse nuclei plus the oocyte 
nucleus which cannot be distinguished in these preparations) or by 15 in stages 3 
to 6 (the oocyte nucleus being avoided) to obtain an average count per nucleus. 
No stage 4 chamber suitable for scoring was available. From stages 7 to 10 indi- 
vidual nuclei were confidently scored. Nuclei in stages later than 10 appear broken 
up into several small masses, making it impossible to reconstruct the individual 
nuclei. A permanent record of the position and outline of all nuclei in the successive 
sections, and of their counts and areas, permitted the reconstruction of the individual 
nuclei in stages 7 to 10. As frequent checks on the spatial relationships between 
the nuclei in the sections themselves were made during reconstruction, it is believed 
that this was achieved without significant error. According to their positions in 
the chambers the nuclei were classified into three anterior, nine middle and three 
posterior, the posterior being closest to the oocyte; the allocation of nuclei in these 
groups can be admittedly arbitrary in certain instances, but it is adequate for the 
present purpose. In three nuclei where counts (not area) on one section out of 
several of these nuclei could not be scored, the missed counts were calculated from 
the average count per area obtained in all the other sections of the nucleus con- 
cerned. These three nuclei are marked by a dash under the abscissa in Fig. 5. The 
procedure for scoring follicle nuclei was the same as for nurse nuclei except that, 
the diameter of the follicle nuclei being 44 (i.e. less than the section thickness), 
only those nuclei fully contained in one section were considered. 

Some tracer was detected in the cytoplasm after treatment with ribonuclease 
(Fig. 1b) and also in the nuclei after treatment with both enzymes. (As a precaution 
this was confirmed in another batch of flies emerged from 9.5 to 10 days after 
laying.) Most of this tracer probably is in proteins or in prosthetic nucleotides. For 
the present purpose this, being small in relation to counts on DNA per unit area 
(Figs. 2—5), was treated as experimental error (different from background) and 
was measured in both the nurse nuclei and the follicle nuclei of ovarioles treated with 
both enzymes. The proteins remaining in the sections stained faintly with eosin and 
the visualization of the nuclei was sometimes aided with phase optics. For each 
nuclear type the procedure of scoring was the same as when DNA was unremoved. 
The error per 100 4? of nucleus for three days exposure was: stage 3 zero + 0.28 
(assumed also for stage 2), stage 5 1.80 + 0.42, stage 6 2.78 + 0.55, stage 7 4.05-L0.33, 
stage 8 2.93+.0.39, stage 9 2.39+ 0.26 and stage 10 1.85+.0.22. The error per 
follicle nucleus at stage 7 was 0.16 + 0.09 for three days exposure. 


The inherent background of the emulsion was measured in almost every section 
studied by counting on three different areas of 290”? each, at approximately 60 x 
from tissue. The counts did not differ appreciably and the averages within slides 
per 100 u? were 2.85+. 0.09 and 4.31+.0.13 for material treated with ribonuclease 
and exposed for three and twelve days respectively, and 4.10+.0.10 for material 
treated with both enzymes and exposed twelve days. Both the counts for back- 
ground and experimental error were subtracted from counts on DNA to obtain 
the net count. As the DNA purines in the flies have been uniformly labelled 
throughout larval and adult life with the adenine-“C in the food, it can be taken 
that net counts on DNA are proportional to the amounts of DNA. Non-radioactive 
ovarioles did not produce an autoradiograph after twelve days exposure. 

Considerations on resolution indicate that allowance for a penumbra of 1 u 
for the autoradiographic images of all nuclei ranging from 4 to 50m in diameter 
will result in a small relative underestimation for the larger nuclei. This bias will 
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be actually counteracted as a result of the lesser isotope content per unit volume 
in the larger nuclei (Figs. 2—5). On the other hand, the sampling error will be 
greater in the much lesser counts obtained for the smailer nuclei. The method of 
calculation of the DNA volume involves an error which rapidly decreases with 
increasing nuclear'size. Most of the counts and all measurements were independently 
scored by both observers and generally found to agree within 10 per cent and then 
averaged. Very occasional departures from such agreement were redetermined till 
the difference could be ascribed to sampling error. 

As an approximation, the counts are linearly interconvertible at the present 
grain densities between the two exposure times given to the preparations. For 
example, the net counts on DNA of all nuclei of two pairs of stage 3 and stage 7 
chambers, one member of each pair exposed for three days and the other for twelve 
days, were 155.7:675.2 and 2,063.3:8,123.2, corresponding well with a ratio of 1:4 
(the disagreement in respect of the counts for the shorter exposure is only plus 8 
and minus 1.6 per cent). As the members of each pair of chambers probably came 

. from different flies, these figures show that the combined experimental and bio- 
logical variation is not great. DNA counts from preparations exposed for three 
days only will be presented, except for stage 10 where counts were obtained from 
preparations exposed for twelve days and then converted to three days exposure. 
The nurse nuclei scored for stages up to 7 came from a single ovariole and from 
different ones for the later stages. Scores on follicle nuclei were made in the same 
stage 7 chamber where nurse nuclei were scored. 


Results 


Net counts on DNA of nurse nuclei of chambers in stages 2 to 10 are 
given in Figs. 2—5. As mentioned in the previous section, average counts 
are given for stages 2 to 6 (Fig. 2) and individual nuclear counts for 
stages 7 to 10 (Figs. 2—5). It can be seen that counts on the three 
posterior nuclei are higher than those on the remaining nuclei in stages 
7—9, and about equal to some of the latter in stage 10. The average count 
for the three posterior nuclei has decreased by 25 per cent between stages 
9 and 10. Average counts on the middle nuclei are lower than those on 
the posterior nuclei and higher than those on the anterior nuclei in stages 
7—9. In stage 10 the counts on middle nuclei appear to correspond to 
two classes: the average count for (a) the lower class formed by seven 
nuclei, is 22 per cent lower than the average count on all middle nuclei 
in stage 9, and for (b) the higher class formed by two nuclei, is consider- 
ably higher than for the lower class and about 30 per cent higher than 
the average count on all middle nuclei in stage 9. The average counts 
on anterior nuclei are lower than those on the middle nuclei in stages 
7—9, the difference decreasing with increasing order of stages. By stage 
10 the average counts on the anterior nuclei can be almost as high as 
the average of the highest counts on middle nuclei. The loss of counts 
from stage 9 to 10 in the three posterior and in the middle nuclei of the 
low count class is larger than would be expected on account of the 
conversion for a different exposure involved inthe data for stage 10 nuclei. 
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The counts per unit area in Figs. 2—5 give an idea of the “concentra- 
tion’ of DNA. These counts are substantially the same for all nuclei in any 
stage and have distinctly decreased by stage 10. Because the proportion 
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Fig. 2. Average net grain counts on nuclei of stages 2—6 and net counts on individual 
nuclei of stage 7. In cross section counts per unit area (241.7u*) 


of sections of a nucleus that are filled in their entire depth by nuclear 
material is less for small nuclei than for large ones, these counts should 
be the more underestimated the earlier the stage. The sizes of the nuclei 
are given in Table 1. 


Table 1. Mean perpendicular diameters of nurse nuclei (u) 






































Stage 
1 2 3 5 6 | 7 8 9 10 
Largest post- 16 16 | 25 32 40 48 
erior nucleus a Age t 
Bers dats Ray at 5.5 8 ; 
Smallest ant- 10 16 19 22 25 27 
erior nucleus 


Determination of the count for the diploid amount of DNA 
To analyse different levels of ploidy in the nurse nuclei it is first 
necessary to determine the count for a diploid nucleus. This was done 
by counting on follicle cell nuclei at the anterior end of a stage 7 chamber, 
where most of them seem to be in interphase. Further, these nuclei have 
not yet enlarged or changed in any way to suggest an increase of DNA 
above diploid level. But these nuclei should belong to 2—4n classes 
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Fig. 4. Net grain counts on individual nuclei of stage 9 
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according to whether 
they have or have not 
yet synthesized DNA 
for the following mitosis. 
Counts on 92 follicle 
nuclei (Fig. 6) do in fact 
show a bimodal distri- 
bution compatible with 
two ploidy classes. The 
double correction for 
background and experi- 
mental error (0.81 and 
0.16 counts per nucleus) 
probably causes, by in- 
troducing a compara- 
tively large scaling error, 
the ratio of the two 
modes to be nearer to 
1:3 than to the expected 
1:2. (The distribution 
of the experimental error 
was also skewed towards 
low counts and appar- 
ently not bimodal.) The 
negative counts in Fig. 6 
are the result of the cor- 
rection on seme nuclei 
with noassociated grains. 
The count obtained from 
the follicle nuclei for the 
diploid amount of DNA 
is 2.5. Oocyte nuclei 
were not used for this 
determination because 
a sufficiently large sam- 
ple was not available. 
However, the counts on 
a few of them were com- 
patible with the 4n 
count, i. e. 4 or 5. 


The counts on nurse nuclei in Fig. 2 were also analysed for a diploid 


value. 


The average count per nucleus in stage 2 is about 4, which, 


according. to the previously obtained estimate of the diploid count, 
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indicates that these nu- 
clei are above diploid 
level. It is therefore- 
assumed that one redu- 
plication of DNA takes 
place between: stage 1 
(not scored) and stage 2. 
The other reasons which 
strengthen such an 
assumption are as fol- 
lows. In Table 2 it can 
be noted that the cal- 
culated volume of the 
nurse nucleus in stage 2 
isin good agreement with 
the measured DNA vo- 
lume. The latter doubles 
together with the total 
counts between stages 2 
and 3. (The calculated 
nuclear volume increases 
more than expected 
because after stage 2 it 
becomes a progressively 
grosser overestimate.) 
Hence, in stage 1, where 
the nuclear volume is 
nearly haif that of 
stage 2 nuclei, similarly 
halved DNA volume 
and total counts are to 
be expected. In sup- 
port of this it wiil be 
seen later that there 
is generally good cor- 
relation between the 
DNA volume and ploidy 
from stages 2—9. It is 
likely then that stage 2 
nuclei are at the 4n 
level. The oocyte nu- 
cleus is also probably 4n 
at this stage (Kine e¢ al. 
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Table 2. Volumes of nurse nuclei (u*) and grain counts 








1 2 3 





Individual nuclear volume! | 47.7 | 87.1 | 268.0 
DNA volume per nucleus . | — | 90.6 | 181.2: 
Total net count ..... — 61.72 | 155.7 


1 Calculated as sphere with diameters as in 
Table 1. 
2 Includes oocyte nucleus. 
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1956). Thus the total count for stage 2 is equivalent to sixteen 4n 
nuclei. The resulting average diploid count is about 2, which is in reaso- 
nable agreement with the estimate obtained from the follicle nuclei. 


Analysis of ploidy 
The levels of ploidy of the developing nurse nuclei are analysed in 
Fig. 7 on the basis of 2 as the diploid count. The first reduplication of 
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Broken lines indicate levels of ploidy 


DNA between stages I and 2 has already been discussed. Thereafter 
there is a second reduplication by stage 3 and a third and fourth by 
stage 6. According to Krne ef al. (1956) the stage 5 chamber is characte- 
rised by morphologically dissimilar nuclei and this can also be seen in the 
range of diameters for this stage shown in Table 1. This probably means 
that the various nuclei in stage 5 are at different points in the cycle or 
cycles of DNA reduplication from 8n in stage 3 to 32n in stage 6. Con- 
sequently the average count for this chamber is not representative of a 



















nucleus at stage 5, and cannot be used for an estimate of ploidy as in 
earlier stages and in stage 6 when all nuclei are of similar size. By stage 6 
the fourth reduplication cycle has been completed in all the nuclei, which, 
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Fig. 8. Analysis of ploidy based on volume where DNA is present. 


averages. Broken lines indicate levels of ploidy 


as far as they could be scored individually, showed about the same counts. 
Correspondingly, all nuclei are of equal size (Table 1). 

After stage 6 the different nuclei diverge as to their DNA content. 
The posterior nuclei achieve eight reduplications by stages 8—9, reach- 
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ing 512n, and lose DNA by stage 10. The middle nuclei have undergone 
seven reduplications by stage 9 and have reached 256n. After that, 
while the majority of the middle nuclei lose DNA, a few of them do still 
continue to partially reduplicate their DNA. The anterior nuclei have 
achieved less than seven reduplications by stage 9. But, by stage 10 
they have more than completed seven reduplications and perhaps entered 
the eighth, thus attaining more than 256n without showing any loss 
of DNA. 

In Fig. 8 it can be seen that the level of ploidy as judged by 
the DNA volume agrees up to stage 9 with that determined from 
counts, but it is overestimated by stage 10. This overestimation is 
actually greater than it appears to be, when the likely overestimation 
of DNA volume in the earlier stages is considered. The overestimation 
of ploidy is due to the fact that, compared with other materials, 
DNA shares less in the nuclear content at stage 10 than at earlier 
stages. This is apparent in the drop of counts per unit area at this 
stage (Fig. 5), which was referred to earlier. It is also the impression 
gained with Feulgen-stained preparations in toto, where the paleness 
of the nuclei at stage 10 can go even beyond that depicted by Kine 
et al. (1956, their Fig. 24). 


Determination of DNA in the ooplasm 

Scuutz (1956) reported that the amount per mature unfertilized egg 
of what presumably is DNA is approximately 240 x 10-° mg, calculated 
from bound deoxyribosides. As the maximum amount of nuclear DNA 
that can be expected in this egg, i.e. 4n, is about 0.3 x 10-® mg (from the 
diploid amount in Kurnick and Hrrskxow1rTz 1952), most of the DNA 
reported by ScHULTz must be in the ooplasm. It is of interest to compare 
counts on cytoplasmic DNA of the immature oocytes in our preparations 
(see below) with the counts to be expected in similar preparations of 
mature eggs containing the amounts of DNA given by Scuutrz. 


An estimate of the maximum grain count in preparations of mature eggs can 
be obtained by assuming that the carbon-8 of both DNA adenine and guanine is 
equilibrated with the carbon-8 in the tracer, which clearly is an overestimation. 
It is then possible to calculate the maximum electron flux per 100? of sectioned 
ooplasm during three days exposure. The volume of the ooplasm in the mature 
egg is about 8.4 x 10°u? when alive and 5.5 x 10° u® when sectioned. 500° of 
sectioned ooplasm (100 4? x 5 thickness) will then contain 220 x 10“ mg DNA, 
assuming that the nucleic acid is uniformly distributed and that it is not passively 
lost through attachment to fractions (yolk?) soluble in the histological reagents. 
This amount of DNA will contain 0.2112 x 10-!8 mM adenine and 0.1474 x 10-5 mM 
guanine, calculated with the average of the values given by CHarGaFF (1955, 
Table IX). If the bases are equilibrated with the tracer (sp.act.: 9.6 mc/mM), 
together they contain 344 x 107!° ue “C, which will emit 3.3 electrons in three days. 
With a geometrical efficiency in the film of about fifty per cent and a grain yield of 











221 


DNA classes in nurse cell nuclei of Drosophila 


two grains per incident electron, 3.3 grains per 100 1? of mature ooplasm are to be 
expected. This probably being a gross overestimation, the likelihood of achieving 
a significant count is therefore small. : 

Counts for immature oocytes in stages 8—12 are given in Table 3. The 
oocyte is mature by stage 14, but this is mostly present in ovaries older 
than the ones studied here. Counting was done at about 20 from the 
nurse or follicle cells, and the proximal and distal regions scored were 
separated by at least 15u. The ex- 
perimental error (tracer un ex- 
tracted by cold acid and both en- 


Table 3. Net counts on DNA per 100 p? 
ooplasm proximal and distal to nurse cells 























zymes) per 10042 of ooplasm for _Stase | ___ Proximal Distal 
three days exposure was (proxi- 

8 1.50 + 0.771 
mal first): (stage 8 3.17-£ 0.40), §1.4-275.7 
stage 9 2.43+.0.10and 1.04+- 0.24, 9 5.30 + 0.56 3.01 4.0.95 
stagel0 2.30+0.29 and 1.62+ 224.3, 225.8 70.4, 95.8 
0.22, and stage 12 2.44+0.18 10 0.14+0.31 0.01 +0.31 
and 2.16+0.30. In Table 3 the 453.1, 285.0 252.4, 201.0 
only counts significantly different 12 | —1.06+ 0.30 0.17 + 0.42 
from zero are those for stage 9 ETA, 359.4, 300.2 
and the negative one for stage 12. * Net standard error. 


In stage 9, counts on distal and In italics, first, total counts on DNA 

: i and, second, total counts for experimental 
proximal ooplasm do not differ error (in both background counts sub- 
significantly. tracted). 


Discussion 


The present ploidy estimates of 512n for the posterior nuclei and 
256n or more for the middle and anterior nuclei are to be compared 
with those determined by other authors using different techniques. 
Hertwie (1935), based on volumetric considerations, found that the 
nurse nuclei could reach 256 times or more the size of the smallest follicle 
nuclei, which would correspond to at least 512n. PaInTER and REINDORP 
(1939) concluded from volume considerations that eight division cycles: 
must occur to account for the largest nuclei they studied, which they 
estimated to. be 512-ploid. But it is clear that the volume of the smallest 
nucleus must have doubled nine times, as the values given by PAINTER 
and RernporP, 65.4u° for the smallest and 33,493 u® for the largest 
nucleus, are related by a factor of 2%. The smallest oogonial nuclei 
measured by these authors being at least diploid, their largest nuclei 
would then actually be 1,024n. On the basis of volumetric as well as 
cytological considerations, BreER (1957) concluded that nuclei (probably 
of stage 10) larger than those measured by PaInTerR and REINDORP could 
be 1,024-ploid, which again seems to us should read 2,048-ploid. In our 
preparations the nuclei showed a range of 4.5—48 uw in diameter (Table 1), 
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which would mean that ten doublings in spherical volume occur or that, 
on the basis of volume, the largest nuclei are 2,048-ploid. The present 
work, however, proves that the nuclear volume is not reliable as an index 
of ploidy for the entire range of size of the nurse nuclei. Such an index 
applies at best only to the earliest stages (1 and 2), after which the 
calculated volumes become progressive overestimations. By comparison, 
the DNA volumes calculated from projected areas show good correlation 
with the level of ploidy up to stage 9, but thereafter this also becomes an 
overestimate. Photometric determinations by Frrep and ScHuttz (1956) 
and ScHuLtz (1956) have reached up to 1,024n, and in one particular 
genotype up to 2,048n, for the nurse nuclei. The maximum estimates 
presented by all these authors apply in all probability to the largest 
posterior nuclei in stage 9 or 10 chambers. Hsu and Hansen (1953) clai- 
med on cytological grounds that the increase in nuclear volume is due to 
increase in length rather than in number of chromonemata. This view is 
opposed to that of PaInTER and Rernporp (1939) who described endo- 
mitotic cycles and increasing polyteny which, according to Kine et al. 
(1956), is accompanied by the elongation of the chromosomes. 

The chromosomes start development as more or less recognisable 
polytene chromosomes, but with later development the association of 
chromonemata becomes less intimate (PAINTER and RetnporP 1939), and 
subsists only in places (BIER 1957), so that typical polytene chromosomes 
are no longer recognisable. The increase of DNA on the whole by clear- 
cut successive reduplications (Fig. 7) lends support to the polytene nature 
of these chromosomes. Other supporting evidence comes from nurse 
nuclei in the mutant fes (Kine et al. 1957) and from nurse nuclei 
which after irradiation (Kine 1957a) or after treatment with 5-amino- 
uracil (KING, personal communication) occasionally show banded, poly- 
tene chromosome regions. Also typical banded polytene chromosomes, 
and intermediates between these and the fully dissociated polytene 
chromosomes of Drosophila, have been described in the nurse cells of 
several diptera other than Drosophilidae (STaLKER 1954). 

The present work indicates a pattern of enrichment in DNA and of 
its later degradation which is peculiar to the different nurse nuclei. All 
the nuclei in any one chamber at stages 1—3 show the same rate of 
increase in DNA and are therefore equivalent in respect of their DNA 
content. In stage 5 (perhaps also in stage 4, which was not scored) the 
various nuclei in the chamber are out of step with each other in their rate 
of increase of DNA. By stage 6 all again contain equal amounts of DNA. 
However, from stage 7 onwards the nuclei again diverge in their DNA 
content never again to equalize. The pattern of DNA enrichment and 
final degradation now becomes clearly polarized. The nuclei closest to 
the developing oocyte (the posterior nuclei) are richer in DNA than those 
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further away, i.e. the middle ones, which in turn are richer than the 
anterior ones (till stage 9). The posterior nuclei also attain their highest 
amount of DNA sooner than the middle ones, and most of the latter in 
turn attain their highest amount before the anterior nuclei. The loss of 
DNA by stage 10 is more definitely on the way for the posterior nuclei 
than for the middle nuclei (as a few of the latter are still increasing their 
DNA), while no loss is apparent for the anterior nuclei. It is also known 
that the posterior nuclei are the first to become pycnotic at a later stage 
(Yao 1949). In view of the last abortive cycle observed here in some of 
the middle nuclei, it is conceivable that an occasional posterior nucleus 
in a stage 10 chamber might still show an increase in its DNA and thus 
approximate to the 1,024n class observed by Scnutz (1956). 

The non-homogeneous population of nurse nuclei with respect to their 
DNA content within a chamber, e.g. stage 5 or more clearly the nuclei 
at various positions in stage 7, would indicate different rates of DNA 
reduplication among the nuclei. If under an apparently similar cellular 
environment (as in a chamber), nuclei with initially similar DNA content 
come to differ widely in their rate of DNA increase during development, 
it is possible that different chromosomes within a nucleus may also differ 
in their rate of reduplication of the whole or part of their DNA. This 
could explain some of the intermediate grades of ploidy obtained for some 
nuclei and also the variation in DNA content especially noticeable 
amongst middle nuclei in stages 7 and 8. An asynchronous or unequal 
replication of chromonemata could easily lead to gene dosage effects, 
temporary in the first case or persistent in the second. Some instances 
of differential reduplication have already been described. Differences in 
the DNA reduplication of parts of chromosomes have been described for 
salivary chromosomes of Rhynchosciara (Ficg and Pavan 1957, RuDKIN 
and CorLETTE 1957) and of a chironomid (Sticu and Naytor 1958), and 
suggested for the heterochromatin of bean root nuclei (La Cour and 
Petco 1958). Differences in the redupiication of structural protein (and 
presumably also DNA) of whole salivary chromosomes of Drosophila, 
resulting in different polyteny within a nucleus, have been described by 
Srriin and Knieut (1958, where other literature on the subject is cited). 
ScHuLTz (1956) believes that the Y chromosome in the nurse cells con- 
tains more DNA than would be expected cytologically. 

JACOB (1958) has studied the susceptibility to the action of colchicine 
of the ovarian chambers present on eclosion of the fly. The pattern of 
susceptibility in stages 1 to 7 is polarized: the susceptibility decreases 
stepwise with increasing order of stages, stage 7 being the most resistant. 
From the increase in the DNA content of developing nurse nuclei shown 
here, it would seem that the susceptibility to colchicine is inversely related 
to the amount of DNA present in the chamber. This condition suggests 
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a mass effect based on the amount of DNA per se or, probably, of some 
other substance (structural proteins ?) stoichiometrically related to DNA. 

The present data provide information on the rate of synthesis of DNA. 
The females studied here were sampled at most at 48 hours after emer- 
gence, during which period oogenesis is delayed, the reason for this being 
unknown (Kine 1957). After 48 hours, oogenesis proceeds continuously 
and it attains its normal tempo. That this is a change of tempo and not 
of other qualities in the differentiation of the chamber is indicated by 
the similar morphology of the chambers before and after the 48 hour 
period. The similarity covers so many details of size and cytology of the 
oocyte, the nurse and follicle cells, that any important difference would 
have easily been noticed. The present data are therefore analysed using the 
duration of stages during the period of maximum oviposition determined 
by Kine (1957) in the Oregon-R strain. The duration of all stages up to 7is 
nearly ten hours at 25°C. The exceptions are stages 4 and 5 which are 
shorter, but which taken together also last for nearly ten hours. Theduration 
of stages decreases rapidly from stages 8 to 10, being about four hours for 
stage 8 and less than one hour for stages 9 and 10 taken together. Up to 
stage 6, as discussed before, one reduplication of DNA per stage takes 
place in all nuclei in the chambers (considering stages 4 and 5 as one), 
i.e. DNA is replicated every ten hours. From then onwards the rate of 
DNA reduplication is much faster. In stage 7, lasting also ten hours, one 
reduplication occurs in the anterior nuclei, but two occur in the middle 
nuclei and three in the posterior ones. In stages 8 and 9, together 
lasting four and one-half hours, about two reduplications occur in the 
anterior nuclei and one in the middle and posterior nuclei. Considering 
0.15 x 10°° mg DNA as the diploid amount in Drosophila (KuRNiIcK and 
HERSKOWITZ 1952), this represents a 10-fold increase from 36 x 10° mg 
DNAin all nurse nuclei in a stage 6 chamber to about 335 x 10 °mgDNA 
in stage 9, taking place in fourteen hours. The instantaneous demand 
on precursors must therefore be so great that not surprisingly stage 8 
proves the critical one in the development of the egg chamber (Kine ef al. 
1956). The loss of DNA shown here for stage 10 must occur suddenly 
as the stage lasts only thirteen minutes (Kine 1957). 

The development of the ovarian chambers may be divided into three 
major phases. During the first phase (stages 1—6), when the oocyte 
remains relatively quiescent when compared with later phases, the nurse 
cells and the oocyte grow at identical rates, but reduplications of DNA 
occur in nurse nuclei every ten hours and the total DNA of the chambers 
increases gradually. In the second phase of development (stages 7—10), 
the increase in volume of the oocyte progressively takes the lead over 
that of the nurse cells. The onset of this phase (stage 7) is accompanied 
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by a sudden increase of total DNA in the chamber and the differentiation 
of the nurse nuclei in terms of DNA content. During this phase some 
nuclei reduplicate their DNA every 2—3 hours. In stage 8 and after, 
large particles (presumably protein) are emitted from the nurse nuclei 
(Kine and DEvinE 1958) and yolk deposition in the oocyte begins. From 
stages 6 to 9, a 10-fold increase of total DNA in the nurse cells (see above) 
is correlated with a 100-fold increase in volume of the oocyte (K1NG et al. 
1956). In the final phase (from stage 10 onwards), when the reduplication 
of DNA has ceased, the nurse cells regress while 
the oocyte is still vigorously growing at their 
expense (Fig. 9). Our data indicate loss of DNA 
in stage 10. This is to be linked up with the 
paleness and centralisation of the nuclear ma- 
terials at this stage referred to by Kine ef al. 
(1956). After stage 10 the nurse cells break 
down, the nuclei shrink and disintegrate (Kine 
etal. 1956), and the DNA undergoes depoly- 


Ss ’ 
merization (YAo 1949). RNA, bound SH groups : ; ‘ 


and acid phosphatase, which were very notic- 3 g 
eable in earlier stages, start to decrease in the 
cytoplasm (Yao 1949, 1950). The submicroscopic 

appearance of the nuclei has also radically [is 9. 4 stage 10 cham- 
changed by about these stages, i.e. membranes zymes. Cytoplasm from 
become very obvious in the central regions {7° Bete ongperinen 
(C. H. Wappineton and E. OKapDa, unpubli- through the gap in the 
shed). Eventually at stage 13 the nurse cells pengeee ll era 
are resorbed except for some débris. At this 

time the development of the oocyte is reaching completion. The loss 
of DNA from the nurse nuclei shown here could contribute to the 
acid-soluble thymine and other nucleosides found by TRAVAGLINI, LEVEN- 
BOOK and ScHuULTz (1958) in the mature ooplasm. Whether it also 
contributes to ooplasmic DNA is uncertain (see below). It seems quite 
unlikely that this loss would consist only of the DNA purines into which 
the radioactive carbon would have mainly entered. 

In the ooplasm the concentration of DNA rises in stage 9 and de- 
creases thereafter (Table 3). At stage 9 the follicular epithelium has 
almost reached its maximum height, which is attained in stage 10, above 
the oocyte (Kine ef al. 1956). As recently there is rather direct evidence 
in Gryllus of the follicle cells contributing DNA to the ooplasm (DURAND 
1958), the increase in counts in stage 9 may be the result of follicular 
activity. It should be pointed out, however, that at stages 8 to 10 the 
vitelline membrane (K1n@ and Drvinz 1958) begins to be deposited 
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between the follicle cells and the ooplasm. Between stages 9 and 12 the 
volume of the ooplasm increases by a factor of 17 (Kine et al. 1956), which, 
if the total DNA does not increase proportionally, would decrease the 
counts per area. It could be that the nurse nuclei breaking down after 
stage 9 mainly contribute acid-soluble nucleosides to the ooplasm. 


Summary 


The relative DNA content of the ovarian nurse nuclei of Drosophila 
melanogaster has been measured by high-resolution autoradiography of 
DNA uniformly labelled with adenine-8-“C. 

The various nurse nuclei show a defined pattern of DNA classes. The 
posterior nuclei, i. e. those nearest to the oocyte, achieve eight re- 
duplications of DNA by stages 8—9, thus reaching 512n, and all have 
lost some DNA by stage 10. The nuclei in the middle of the chamber 
achieve seven reduplications of DNA by stage 9, thus reaching 256n, and 
though there is loss of DNA in the majority of these nuclei at stage 10 
some of them might enter a new reduplication cycle. The anterior nuclei, 
i.e. those more distant from the oocyte, achieve more than seven re- 
duplications by stage 10 and show no loss of DNA. 

After stage 6 of the ovarian chambers the pattern of DNA enrichment 
and later degradation is clearly polarized in that there is a posterior- 
anterior gradient for the level of ploidy, the order in time in which this 
is attained, and the loss of DNA. The dominant end of the gradient is 
towards the developing oocyte. 

The measured nuclear volume where DNA is present is well correlated 
with ploidy till stage 9. Compared with earlier stages, at stage 10 DNA 
shares less in the nuclear contents than other materials. The nuclear 
volume when calculated as a sphere is a gross overestimation, except for 
the earliest stages. 

Various possibilities likely to bring about differences in the amount 
of DNA among nurse nuclei within and between chambers are discussed. 
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